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Raziskovanje novih zdravilnih učinkovin za zdravljenje Alzheimerjeve bolezni (AB) kot 
vodilnega vzroka demence pridobiva na pomenu. Obstoječa zdravila za simptomatsko 
zdravljenje AB, ki v večini spadajo v skupino zaviralcev encima acetilholin esteraze 
(AChE), delujejo kratkotrajno ter so primerna predvsem za zdravljenje v zgodnjih fazah 
bolezni. Pri napredovani obliki AB pride do povišanja aktivnosti in koncentracije encima 
butirilholin esteraze (BChE), ki je tako obetavna tarča za načrtovanje novih učinkovin za 
lajšanje simptomov v poznejših fazah AB.  
V magistrski nalogi smo se osredotočili na raziskovanje novih učinkovin, ki so selektivne za 
BChE in posledično izkazujejo možnost zdravljenja tudi v kasnejših fazah bolezni. V ta 
namen smo sintetizirali različne ciljne amide, ki so potencialni selektivni zaviralci encima 
BChE. Te smo sintetizirali na podlagi predlagane knjižnice amidov, ki je bila generirana na 
osnovi spojine vodnice z molekulskim sidranjem. Kot izhodiščno molekulo smo uporabili 
aminokislino L-triptofan, pri kateri smo na amino skupino uvedli različno dolge alkilne 
skupine, s karboksilno skupino pa smo tvorili amidno vez s pripenjanjem izbranih aminov. 
Pripravljene spojine smo v celoti okarakterizirali in ovrednotili njihovo aktivnost in vitro na 
encimih hBChE in hAChE z uporabo Ellmanove metode. 
Sintetizirali smo 11 novih za BChE selektivnih triptofanskih α-aminoamidov s srednjo 
zaviralno koncentracijo v nanomolarnem območju. Najboljšo zaviralno aktivnost so imele 
spojine z etilnim distančnikom med cikloalkilnim obročem in amidno skupino na 
karboksilnem delu ter n-butilno ročko na aminskem delu L-triptofana. V seriji novih 
sintetiziranih zaviralcev je bila najmočnejši zaviralec spojina 11 s 23,1 nM srednjo zaviralno 
koncentracijo.  
Zaradi preproste sinteze in dobljenih rezultatov biološkega testiranja lahko potrdimo, da 
spojine s triptofanskim ogrodjem predstavljajo primerno podlago za nadaljnjo optimizacijo 
do spojin vodnic pri načrtovanju novih zaviralcev BChE.  
 
 








Research of new active substances for the treatment of Alzheimer's disease (AD), a leading 
cause of dementia, is gaining an importance. Existing symptomatic treatments, mostly 
consisting of acetylcholineesterase (AChE) inhibitors, have a short-term effect and are 
particularly suitable for treatment of early stages of the disease. With progression of AD, 
there is an increase in activity and concentration of the butyrylcholineesterase (BChE), 
which is therefore a promising target for the design of new active substances for 
symptomatic treatment in the later stages of AD. 
In this master's thesis we have focused on the research of novel agents that are selective for 
BChE and consequently demonstrate the possibility of treatment in the later stages of the 
disease. For that purpose, we synthesized various target amides, which are selective 
inhibitors of the BChE. These were synthesized on the basis of a proposed library of target 
amides, which was generated using lead compound and computational virtual screening. 
The amino acid L-tryptophan was used as the starting molecule, to which various long alkyl 
groups were attached to the amine moiety. By attachment of selected amines, an amide bond 
was formed using the carboxyl group. The prepared compounds were fully characterized and 
their in vitro activity was evaluated on hBChE and hAChE enzymes using the Ellman 
method. 
We synthesized 11 novel BChE-selective tryptophan α-aminoamides with a mean inhibitory 
concentrations in the nanomolar range. The compounds with the ethyl spacer between the 
simple cycloalkyl ring and the amide group on the carboxyl moiety, and the n-butyl handle 
on the amine moiety of L-tryptophan, showed the best inhibitory activity. In the series of 
new inhibitors, the strongest inhibitor was compound 11 with IC50 value of 23.1 nM. 
Due to the simple synthesis and promising results of the bioassay, we can confirm that the 
tryptophan-based compounds provide a suitable basis for further optimization as lead 
compounds in the design of new BChE inhibitors. 
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Uporabljene kratice in simboli  
Å  angstream - merska enota (1 Å = 0,1 nm) 
AB  Alzheimerjeva bolezen 
AChE  acetilholin esteraza  
ACh  acetilholin 
Aβ42   amiloid-β42 
APβ  amiloidni peptid beta  
APP  amiloidni prekurzorski protein 
ApoE  apolipoprotein E 
BCh  butirilholin  
BuChE butirilholin esteraza 
BTCI  butirilholin-jodid 
CDi  1,1’-karbonildiimidazol  
ChAT  holinacetil-transferaza 
CŽS  centralni živčni sistem 
DCM  diklorometan  
DMSO  dimetil sulfoksid 
EOAD  družinska oblika AB (ang. early-onset AD) 
ESI–HRMS masna spektrometrija visoke ločjivosti z ionizacijo z razprševanjem v 
električnem polju  
Et2O  dietil eter  
EtOAc  etil acetat  
Glu  glutamat 
hAChE humana acetilholin esteraza  
hBChE humana butirilholin esteraza  
Hz  herz 
IC50  srednja zaviralna koncentracija 
IR   infrardeča spektroskopija 
ChE  holin-esteraze 
KMP  krvno-možganska pregrada 
LOAD  sporadične oblike AB (ang. late-onset AD). 
mAChE mišja acetilholin esteraza 
mAChR ACh muskarinski receptor 
MeCN  acetonitril  
MeOH  metanol  
mf  mobilna faza 
nAChR ACh nikotinski receptor 
NMR  jedrska magnetna resonanca 
NFP  nevrofibrilarne pentlje 
ppm  število delcev na milijon (ang. parts per million) 
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PE  petroleter  
PSEN-1 gen za presenilin-1 
PSEN-2 gen za presenilin-2 
RA  rezidualna encimska aktivnost 
sf  stacionarna faza   
Sp  splošni postopek  
TFA  trifluoroocetna kislina  
THF  tetrahidrofuran  
TLC  tankoplastna kromatografija  
UPLC  tekočinska kromatografija ultravisoke ločljivosti 
 





Podaljševanje povprečne življenjske dobe in s tem naraščanje števila starejših ljudi kot 
rezultat tehnološkega in socialnega napredka, predvsem pa uspehov sodobne medicine so 
pomemben vidik sodobne družbe. S staranjem prebivalstva pa se srečujemo s problematiko 
naraščanja deleža tistih, ki jim različne in v večji meri neozdravljive bolezni postopno 
jemljejo duševne in nazadnje tudi telesne zmogljivosti. Posebno pozornost v zadnjem času 
tako zahteva problem naraščanja števila ljudi z demenco. Danes z demenco živi več kot 35 
milijonov ljudi po svetu [1]. Demenca je vodilna kronična bolezen med starejšimi ljudmi, ki 
prispeva k invalidnosti in potrebam po oskrbi bolnikov in posledično zahteva velik vložek 
sredstev. Ocenjujejo, da so se stroški demence v letu 2015 po vsem svetu povečali za 35% 
od leta 2010 [2].  
Demenca je pridobljena motnja višjih kognitivnih funkcij možganov, ki se progresivno 
slabšajo s časom. To spremljajo tudi motnje drugih spoznavnih funkcij kot je poslabšanje 
sposobnosti neposrednega pomnjenja, razumevanja jezika in govornega izražanja, logičnega 
mišljenja in pojav nevropsihiatričnih simptomov (depresija, halucinacije, blodnje, 
prekomerna vzburjenost, nespečnost). Vse to ovira bolnika pri vsakodnevnih aktivnostih in 
ni več sposoben za samostojno življenje [3]. 
Demenca je lahko vzrok več različnih bolezni (možgansko-žilnih bolezni [4], demenca pri 
Parkinsonovi bolezni [5], frontotemporalna demenca [6], Demenca z Lewyjevimi telesci 
[7]), kar 70 % vseh oblik demenc pa predstavlja Alzheimerjeva bolezen (AB) [8]. Danes trpi 
za AB preko 12 milijonov pacientov na svetu. V letu 2015 je bila prevalenca bolezni 
ocenjena na kar 44 milijonov ljudi po svetu, napovedujejo pa, da bi naj se ta do leta 2050 
podvojila [9].   
AB je kronična, progresivna, nevrodegenerativna bolezen možganov, ki povzroči odmiranje 
in izgubo funkcije živčnih celic. Zanjo je značilno, da se začne neopazno z motnjami 
spomina, pri bolnikih se opazi neurejenost, nemirnost in motnje v presoji. Težave bolnikov z 
AB z leti napredujejo in odražajo stopnjo poškodbe nevronov v različnih delih možganov. Za 
razvito bolezen so značilni izguba spomina za sveže dogodke, dezorientiranost v času in 
prostoru, nesposobnost skrbeti zase in končno splošni upad spoznavnih funkcij [3]. 
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Vse bolj poglobljeno razumevanje patofiziologije AB omogoča razvijanje različnih 
terapevtskih pristopov, vendar so današnja zdravila še vedno namenjena samo 
simptomatskemu zdravljenu in ne odpravi vrokov AB. Večina zdravil za AB, ki so trenutno 
na trgu, spada v skupino zaviralcev acetilholin esteraze (AChE), encima, ki razgrajuje in 
preprečuje delovanje acetilholina (ACh) - prenašalca živčnih signalov, ki igra pomembno 
vlogo pri kognitivnih funkcijah [10]. Tekom razvoja AB pa postaja vedno bolj pomemben 
encim butirilholin esteraza (BChE), v zadnjih fazah bolezni celo bolj pomemben kot AChE 
[11]. Obstoječa zdravila delujejo kratkotrajno ter so primerna predvsem za zdravljenje v 
zgodnjih fazah bolezni. Tako smo se v magistrski nalogi osredotočili na raziskovanje novih 
učinkovin, ki izkazujejo možnost zdravljenja tudi v kasnejših fazah bolezni ter imajo manjšo 
možnost za neželene stranske učinke. V ta namen smo sintetizirali različne zaviralce encima 
BChE kot prispevek k razvoju  učinkovin, ki bi izjemno učinkovito zavirale delovanje tega 
encima. Takšne učinkovine bi v primerjavi z obstoječimi zdravili lahko imele manj stranskih 
učinkov, hkrati pa bi učinkovale tudi v kasnejših fazah bolezni, kjer obstoječa zdravila niso 
več učinkovita. Na ta način bi podaljšale življenje bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo in 
tudi izboljšale kakovost njihovega življenja. 
1.1 Etiopatogeneza Alzeimerjeve bolezni 
Bolezen spremljajo oksidativni stres, mitohondrijska okvara, vnetne reakcije, motnje krvno-
možganske pregrade (KMP) in holinergična disfunkcija, ki je posledica zmanjšanja 
holinergičnih nevronov in količine ACh. Vzrok je lahko nenormalno izvencelično kopičenje 
amiloidnega peptida beta (APβ) v amiloidnih lehah in agregacija hiperfosfoliranega proteina 
Tau v znotrajceličnih nevrofibrilarnih pentljah (NFP) – glavni patološki značilnosti AB. Vse 
to vodi v sinaptično in nevronsko izgubo ter upad kognitivnih funkcij [12]. 
AB lahko glede na starost nastopa in patološke dejavnike razvrstimo v dve obliki. Družinska 
oblika (EOAD - early-onset AD) z nastopom v zgodnji življenski dobi (pod 60 let) se 
pojavlja v 5% vseh primerov AB, pri osebah z družinsko anamnezo vsaj treh generacij [13]. 
Pri približno 50% primerov EOAD gre za mutacije v genih za beljakovino presenilin-1 
(PSEN-1), presenilin-2 (PSEN-2) ali amiloidni prekurzorski protein (APP) [14]. Te mutacije 
povečajo nastanek 42-aminokislinske oblike amiloida-β42 (Aβ42), najpogostejšega 
nevrotoksičnega fragmenta pri bolnikih z AB [15]. V kasnejši življenjski dobi (nad 65 let) se 
pojavljajo tako družinske kakor tudi sporadične oblike AB (LOAD - late-onset AD). 
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Dejavniki tveganja, ki se pojavljajo z večjo incidenco pri bolnikih z LOAD, so sladkorna 
bolezen, hipertenzija, hiperholesterolemija, debelost in metabolni sindrom, ki so povezani s 
presnovo lipidov. LOAD je povezan z oksidacijskimi stresnimi pojavi, mitohondrijskimi 
poškodbami in polimorfizmom za apolipoprotein E (ApoE) v vaskularnem endoteliju [16], ki 
vključuje povečanje ravni fragmentov Aβ42, kar vodi v povečanje tvorbe amiloidnih leh in 
eksitotoksičnih procesov. 
1.2 Etiopatološke hipoteze AB 
Epidemiološki, klinični in eksperimentalni podatki podpirajo več hipotez o patogenezi AB 
(Slika 1).V nadaljevanju so podrobno predstavljene amiloidna, tau in holinergična hipoteza. 
 
Slika 1: Shematski prikaz predlaganih hipotez za nastanek AB: hipoteza o amiloidni kaskadi govori o 
kopičenju A𝛽 v senilnih lehah; tau hipoteza predlaga hiperfosforilacijo proteina tau in tvorbo NFP; (3) 
holinergična hipoteza predlaga, da se zmanjša raven holin acetiltransferaze in ACh na področjih 
možganske skorje; hipoteza mitohondrijske kaskade kaže na poslabšanje možganskih mitohondrijev kot 
prvega patogenega dogodka, ki vodi do nevrodegeneracije; metabolična hipoteza trdi, da je bolezen 
posledica sprememb v metabolnih procesih, kot so debelost, diabetes in hiperholesterolemija; značilnost 
vaskularne hipoteze je zmanjšanje možganskega cerebralnega krvnega pretoka (1). 
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1.2.1 Amiloidna hipoteza 
Hipoteza amiloidne kaskade postavlja kot začetni dogodek amiloidno agregacijo, kjer 
različne stopnje nenormalnih agregatov, od topnih oligomerov do netopnih fibrilov - senilnih 
leh, povzročajo okvaro sinaptične funkcije in nevronske poškodbe [17]. Senilne lehe 
vsebujejo pretežno agregate fibrilov APβ. Različne študije kažejo na dejstvo, da je agregacija 
in akumulacija APβ glavni vzrok za nastanek AB [18]. Prekomerno kopičenje APβ naj bilo 
odgovorno za nastanek nevralne distrofije, hiperfosforilacije, akumulacije tau proteina in 
nastanka NFP. APβ ima lahko nevrotoksične učinke, saj povzroča okvaro homeostaze 
citosolnega Ca
2+
, aktivacijo kinaze proteina Tau, nastajanje prostih radikalov ter pospeši 
prepisovanje genov, ki vodijo v apoptozo [3]. Predlagano je bilo, da je nevrotoksično 
kopičenje APβ v možganih posledica neravnovesja v homeostazi APβ - peptida [19]. 
APβ peptide tvori 39-43 aminokislinskih ostankov, ki so pridobljeni proteolitično iz 
sekvenčnega encimskega delovanja β (imenovana tudi BACE – ang. beta site APP cleaving 
enzime) in γ-sekretaz (intramembranska aspartil proteaza, ki jo sestavljajo štiri podenote: 
presenilin, nikastrin, APH1 in PEN2) v APP [17]. Za etiopatogenezo AB je torej pomembna 
motnja na ravni amiloidogene presnove APP in nastanek toksičnih fragmentov proteolize 
APP – APβ [20]. Polimerizacija APβ v strukturno različnih oblikah (fibrilarni oligomeri, 
protofibrilarne strukture, polimorfni oligomeri) in nalaganje v senilni lehi je posledica 
konformacije β-nagubane ravnine [21]. APβ nalaganje in nastajanje senilnih leh vodita do 
lokalnih procesov, kot so mikroglijska aktivacija, sproščanje citokinov, reaktivna astrocitoza 
in vnetnega odziva proteinov. Aβ-peptid lahko povzroči številne biokemične in strukturne 
spremembe okoli aksonov, dendritov in celičnih teles nevronov, kar vodi v izgubo sinaps, 
izgubo ali zmanjšanje števila nevronov in atrofijo možganov [18]. 
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1.2.2 Tau hipoteza 
Drugo pomembno patološko spremembo predstavljajo nevrofibrilarne pentlje (NFP), 
vlaknasti snopiči, ki se kopičijo v distrofičnih nevronih. Te so sestavljene iz parnih 
nevrofilamentov čezmerno fosforiliranega proteina Tau. Protein Tau v normalnih nevronih 
povezuje beljakovino tubulin v nevrotubule, elemente citoskeleta, ki so pomembni za 
aksoplazemski transport snovi [3]. V odraslih možganih je bilo identificiranih šest izooblik 
tau proteinov, ki igrajo pomembno vlogo pri sestavi mikrotubul in stabilizaciji mreže 
nevronskih mikrotubul [22]. Najbolj presenetljiva značilnost tau proteina je prisotnost 
domene za vezavo mikrotubul, ki sestoji iz treh do štirih visoko ohranjenih 18 
aminokislinskih ponovitev, ki se nahajajo na C-terminalu v srednjem proteinu. Ta vezna 
mikrotubulna domena je vključena v polimerizacijo in stabilizacijo mikrotubulov [18]. 
Odlaganje Tau proteina v netopnih agregatih povzroči izgubo tau funkcije, kar vodi v 
nestabilnost mikrotubul. Izguba normalne tau funkcije privede do patoloških sprememb v 
strukturnih in regulativnih funkcijah citoskeleta. Tako so prizadete normalne celične funkcije 
nevronov, kot so vzdrževanje pravilne morfologije, aksonski transport. Temu sledi tudi 
sinaptična disfunkcija in nevrodegeneracija [23]. Za aksonski transport in normalno 
delovanje nevronov so torej potrebni intaktni mikrotubuli, zato se že dolgo priznava, da 
destabilizacija mikrotubul povzroča AB [24].  
 
1.2.3 Holinergična hipoteza 
Sistematična biokemijska preiskava možganov bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo se je 
začela v poznih šestdesetih in v začetku 70. let prejšnjega stoletja. Želeli so jasno opredeliti 
nevrokemične nepravilnosti, ki bi bile podlaga za razvoj racionalnih terapevtskih posegov, 
podobnih zdravljenju Parkinsonove bolezni z levodopo. Podpora tej perspektivi je prišla 
sredi sedemdesetih let prejšnjega stoletja s poročili o znatnem neokortikalnem primanjkljaju 
encima, odgovornega za sintezo acetilholina (ACh), holinacetil-transferaze (ChAT). 
Poznejša odkritja zmanjšanega prevzema holina, sproščanja ACh in izgube holinergične 
perikarije iz bazalnega Meynertovega jedra so potrdila znaten presinaptični holinergični 
primanjkljaj. Na podlagi teh študij je nastala "holinergična hipoteza o Alzheimerjevi 
bolezni" (Slika 2). Tako je bilo predlagano, da degeneracija holinergičnih nevronov v 
sprednjih bazalnih možganih in s tem povezana izguba holinergične nevrotransmisije v 
možganski skorji in drugih območjih pomembno prispevata k poslabšanju kognitivnih 
funkcij, opaženih pri bolnikih z AB [25]. 




Slika 2: Shematski prikaz nevrona, ki predstavlja spremembe v nevrotransmisiji pri AB. Domnevne 
spremembe, ki povzročajo klinične simptome AB: 1 zmanjšana kortikalna holinergična inervacija; 2 
zmanjšana kortiko-kortikalna glutamatergična nevrotransmisija zaradi izgube nevrona ali sinapse; 3 
zmanjšano spajanje muskarinskih receptorjev M1 s sistemom drugega sporočevalca; 4 
hiperfosforilizacija tou proteina - predhodnik NFP; 5 zmanjšano izločanje topnega APP; 6 povečana 
tvorba APβ; 7 zmanjšala tvorba glutamata. ACh – acetilholin, mAChR - ACh muskarinski receptor, 
APP - predhodnik APβ, AChE – acetilholinesteraza, nAChR - ACh nikotinski receptor; Glu - glutamat 
(2). 
 
Vzrok propadanja holinergičnih nevronov je upadanje aktivnosti holinacetiltransferaze in 
povečanje aktivnosti holinesteraz (ChE) v Meynertovem jedru, hipokampusu in neokorteksu. 
Posledica tega tega je zmanjšana koncentracija acetilholina v hipokampusu in možganski 
skorji [26]. Acetilholin je nevrotransmiter, ki je odgovoren za prevajanje električnih 
impulzov iz ene živčne celice v drugo. Proizvaja se v celičnem telesu iz holina in acetil 
koencima A in se skozi mikrotubule prenese na sinaptični gumb, kjer se sprosti v sinaptični 
prostor in se veže na nikotinske (ionotropne) in muskarinske (metabotropne) receptorje [12]. 
Več študij je poročalo o zmanjšanju nikotinskih in muskarinskih receptorjev v možganski 
skorji in hipokampusu [27]. Hidroliza sinaptičnega ACh je ključnega pomena pri 
uravnavanju holinergične nevrotransmisije in je dosežena z delovanjem encimov ChE. 
Poznani sta dve vrsti ChE in sicer acetilholin esteraza (AChE) in butirilholin esteraza 
(BChE). Oba encima se lahko vežeta in cepita ACh, vendar je bil do nedavnega prispevek 
BuChE k uravnavanju ravni ACh večinoma prezrt. Poleg njunih vlog pri normalni 
holinergični funkciji sta AChE in BChE pomembni pri razvoju in napredovanju 
Alzheimerjeve bolezni (AB). V določenih regijah možganov se lahko pri napredovani obliki 
AB zmanjša do 45% AChE, medtem ko se raven aktivnosti BChE poveča do 90% [28]. 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
7 
 
Predlagano je bilo, da ChE poleg razgradnje ACh spodbujajo agregacijo Aβ in tvorbo NFT v 
možganih bolnikov z AB [29]. 
1.3 Acetilcholin esteraza (AChE) in butirilholin esteraza (BChE) 
ChE spadajo v družino encimov, ki katalizira hidrolizo holinskih estrov kot je 
nevrotransmiter acetilholin (ACh) v holin in ocetno kislino, torej reakcijo, ki je potrebna za 
prekinitev prenosa signala v holinergičnih sinapsah centralnega in perifernega živčnega 
sistema. Možgani sesalcev vsebujejo dve glavni obliki ChE: substratno zelo specifično 
AChE in substratno dokaj nespecifično BChE (opisano tudi kot psevdo holinesteraza ali 
serumska holin esteraza). Z uporabo substratov in selektivnih zaviralcev je bilo dokazano, da 
v nasprotju z AChE, BChE v možganih prednostno hidrolizira butirilholin [30]. Butirilholin 
ni fiziološki substrat v človeških možganih, ampak sintetična spojina, ki se uporablja za 
ugotavljanje razlik med vrstama ChE. Zato točna fiziološka vloga BChE še vedno ni jasna 
[31]. Histokemično je AChE večinoma nevronskega izvora, medtem ko je BuChE večinoma 
glialnega izvora [32]. Čeprav ni opredeljena točna vloga BChE pri uravnavanju ravni ACh v 
možganih, so ugotovili povezavo tega encima s presnovo zdravil in detoksifikacijo strupenih 
holinskih estrov. Poleg tega je BChE tesno povezana z metabolizmom lipoproteinov in 
boleznimi, kot so debelost, srčno-žilne bolezni, jetrna adipoznost, itd. [33]. Kljub temu v 
normalnih razmerah pri ljudeh s popolnoma neaktivno BChE niso opazili nobenih kliničnih 
znakov. So pa pri posameznikih z napredovano obliko AB v možganih ugotovili zmanjšanje 
ravni AChE na 55-67% normalnih vrednosti in povečanje ravni BChE na 120% normalnih 
vrednosti ter s tem potrdili, da igra BChE kritično vlogo za hidrolizo ACh v poznih fazah 
AB [34, 35]. Bolniki z AB imajo povišano raven BChE v neokorteksu in limbičnih 
strukturah, kot sta hipokampus in amigdala [36]. Sprememba ravni obeh encimov prispeva k 
nastanku holinergičnih primanjkljajev v teh regijah, kar vpliva oz. zatre vedenjsko in 
kognitivno funkcijo [37]. Potencialni pomen BChE je pokazal tudi model miši z izbitim 
genom za AChE, v katerem višje koncentracije BChE nadomestijo pomanjkanje AChE in s 
tem ohranijo normalne holinergične poti [38].  
  
  
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
8 
 
1.3.1 Strukturne razlike med AChE in BChE 
AChE in BChE spadata v družino alfa/beta hidrolaz. Te z več kot 530 aminokislin tvorijo 12 
mešanih beta nagubanih ravnin, ki so obdani s 14 alfavijačnicami. Kljub temu, da sta AChE 
in BChE produkta dveh različnih genov, ki se nahajata na človeškem kromosomu 7 (AChE) 
in kromosomu 3 (BChE), imata encima 65% homolognost zaporedja aminokislin [39]. Z 
rentgensko kristalografsko analizo teh holinesteraz [39, 40] je bilo ugotovljeno, da kataliza 
poteka v 20-Å globokem lijaku, ki vdira v površino encimske molekule (Slika 3). Ta vsebuje 
katalitično in holin vezavno mesto, kjer pride do cepitve ACh. Aktivno mesto na dnu tega 
lijaka obsega acilni vezavni žepek in katalitično triado ostankov serina, histidina in 
glutamata. V hAChE so to Ser203, His447, Glu334 in v hBuChE Ser198, His438, Glu325 
[41]. Aktivno mesto še poleg tega vsebuje holin vezavni žepek. Ta je odgovoren za vezavo 
holinskega dela Ach in za pravilno usmeritev estrske vezi za nukleofilni napad serina [42]. 
Ob vstopu v lijak ChE vsebujejo še t.i. periferno anionsko mesto, kjer pride do orientacije 
substrata za optimalno vstopanje v aktivno mesto. Temu sledi usmerjeno površinsko drsenje 
substrata na dno aktivnega mesta, kjer poteče dvostopenjska kataliza: nukleofilni substituciji 
holina za serin sledi hidroliza [43]. 
 
Slika 3: Upodobljena molekularna površina lijaka humane acetilholin esteraze (hAChE), z vezano 
molekulo acetilholina (ACh) in humane butirilholin esteraze (hBChE), z vezano molekulo butirilholina 
(BCh). Aktivno mesto vsebuje glavne ostanke katalitične triade (v modri), ostanke acilnega žepka (v 
vijolični), ki veže kislino in aromatske ostanke holin vezavnega žepka (v rumeni). Predstavljeni so tudi 
ostanki perifernega vezavnega mesta ob vstopu v lijak (v zeleni). Ohranjene molekule vode so 
predstavljene z rdečimi kroglicami. Gosta mreža vodikovih vezi je predstavljena s črtkanimi črtami (3). 
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Aromatski ostanki v perifernem vezavnem mestu AChE igrajo ključno vlogo pri vezavi in 
orientaciji aromatičnih in / ali kationskih substratov na poti od perifernega vezavnega mesta 
do aktivnega mesta. Aromatski ostanki Trp286, Tyr124, Tyr72 in Tyr341 na perifernem 
vezavnem mestu AChE tvorijo π-kation interakcije z acetilholinom in ga pravilno usmerijo 
na Trp86 in Tyr337 holin-vezavnega žepka v aktivnem mestu, kjer je pravilno usklajen s 
katalitičnim serinom [44, 45]. Ko je acetilholin pravilno usmerjen v katalizo, Phe295, 
Phe297 in Trp236 tvorijo acilni vezavni žepek, prilagojen za acetilni del substrata. Pri 
visokih koncentracijah substrata se aktivnost AChE zmanjša [46] zaradi pojava inhibicije s 
substratom, kot posledica sterične blokade, ki nastane ob vezavi dodatne molekule substrata 
na periferno vezavno mesto [47].  
Farmakološke razlike med AChE in BChE se kažejo v reakcijah s substrati in zaviralci ter v 
encimski kinetiki. Primerjava specifičnosti vezave substratov v AChE in BChE izhaja iz 
razlik v številu aromatskih ostankov v lijaku [47]. Neposredna posledica teh razlik je, da pri 
koncentracijah, kjer se pojavi inhibicija s substratom v AChE, opazimo aktivacijo substrata v 
BChE. To aktivacijo posreduje vezava druge molekule substrata v lijak, bodisi v encimskem 
substratnem kompleksu bodisi v aciliranem BChE. Na ta način se pospeši kataliza s 
stabilizacijo intermediatov [48]. Aktivacijo substrata, ki vključuje encimsko-substratni 
kompleks, so opazili tudi pri nekaterih substratih z AChE [49]. V vezavo substratov na 
BChE je vpleten Tyr332, ki je kot aminokislinski ostanek del perifernega vezavnega mesta v 
tem encimu [47]. Anionski Asp70 (Asp74 v AChE) je H-vezan na Tyr332 in je drugi 
bistveni ostanek v BChE P-mesta. Asp70 in Trp82 pripadata cisteinski Ω-zanki, s čimer se 
vzpostavi neposredna povezava med perifernim vezavnim mestom in holin-vezavnim 
žepkom na aktivnem mestu. Mutacija Asp70 v BChE, pa tudi Asp74 v AChE, v nenabit 
ostanek glicina v veliki meri odpravi aktivacijo substrata v BChE in substratno inhibicijo 
AChE [46]. 
Pomanjkanje rentgenskih struktur za veliko raznolikost reverzibilnih ligandov, vezanih na 
BChE, še vedno preprečuje popolno preslikavo lijaka BChE. Zaenkrat so na voljo strukture z 
nekaj ligandi. Sem spadajo takrin [50]; bis-aromatske piridinijeve spojine [51], 
ZINC8924195, derivat nitroksolina [52], derivati dihidroindenilpiperidina naftamida in 
benzilpiperidin naftalen sulfonamida [53–55] in derivat karbazola [56].  
Različne strukturne značilnosti obeh encimov prispevajo k njihovi substratni specifičnosti. 
AChE ima večjo selektivnost za majhne molekule, ker aromatični ostanki ki štrlijo v lijak, 
zasedajo večji prostor (molekule fenilalanina). V BChE so te aminkisline nadomeščene z 
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manjšimi, kot sta valin in levcin. Ta sprememba ustvari večji prostor znotraj najglobljega 
območja lijaka BChE, kar omogoči vezavo substratov in inhibitorjev večjega obsega [57]. 
Zaradi tega je možno načrtovati selektivne zaviralce BChE. 
1.4 Terapevtski pristopi za zdravljenje AB in razvoj selektivnih 
zaviralcev BChE 
Danes so v uporabi oz. v razvoju različni terapevtski pristopi za zdravljenje AB, ki temeljijo 
na morfoloških in biokemičnih značilnostih AB [58]: kompenziranje zmanjšanega delovanja 
holinergičnega sistema, vpletanje v metabolizem amiloidnega proteina beta (APβ), zaščita 
živčnih celic pred toksičnimi metaboliti med tvorbo pri nevrodegenerativnih procesih, 
aktivacija drugih nevrotransmiterskih sistemov, ki posredno kompenzirajo primanjkljaj 
holinergičnih funkcij, vpliv na tvorbo nevrofibrilarnih pentelj, ter razvoj protivnetnih 
učinkovin, ki preprečujejo propad živčnih celic [10]. Za simptomatsko zdravljenje se danes 
uporabljajo AChE selektivna reverzibilna zaviralca donepezil in galantamin ter psevdo-
ireverzibilni dualni zaviralec AChE in BChE rivastigmin (Slika 4). Takrin, zaviralec prve 
generacije ChE je bil zaradi hepatoksičnosti njegovih metabolitov umaknjen s trga. Ta 
zdravila z zaviranjem ChE  ublažijo simptome ali začasno upočasnijo napredovanje AB z 
obnovo holinergične aktivnosti v možganih. Vendar pa zaviranje AChE v perifernem in 
parasimpatičnem avtonomnem živčnem sistemu predstavlja podlago za neželene stranske 
učinke kot so slabost, bruhanje, driska in tresenje. Poleg tega je klinična učinkovitost tega 
razreda zdravil večinoma omejena na blage in zmerne faze AB [54]. Neselektivost in 
neželeni stranski učinki obstoječih zaviralcev ChE, poglobljeno razumevanje patogeneze AB 
in vloge BChE v napredovanih oblikah AB so prispevali k temu, da se je pozornost 






DONEPEZIL GALANTAMIN RIVASTIGMIN TAKRIN 
Slika 4: Strukturni prikaz zaviralcev ChE, ki se uporabljajo v terapiji AB. Takrin zaradi hepatoksičnosti 
ni več v uporabi. 
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Opisanih je bilo že veliko selektivnih zaviralcev BChE, kot najmočnejše pa predstavljajo 
karbamatni analogi cimserina in isosorbida. Večina karbamatov je psevdo-ireverzibilnih 
zaviralcev holinesteraz, ki se kovalentno vežejo na encime in karbamoilirajo katalitični serin 
[59]. Ti morajo biti načrtovani tako, da se molekula s karbamatnim delom usmeri v pravilen 
položaj v aktivnem mestu encima [60]. Prvi klinično uporabljen zaviralec holinesteraz, 
karbamat fizostigmin (AChE IC50 = 28 nM, BuChE IC50 = 16 nM, slika 5) se je uporabljal za 
zdravljenje glavkoma [59]. Od takrat naprej načrtujejo in sintetizirajo vse več karbamatov. 
Karbamati z različnimi lastnostmi se vežejo na različne centralne ali periferne tarče. Nekateri 
karbamati imajo visoko polarno naravo in težko prestopijo KMP. Na primer piridostigmin 
lahko cilja le ChE na periferiji in se običajno uporablja za zdravljenje motorične oslabelosti 
pri miasteniji gravis [57]. Nekateri karbamati pa zlahka prodrejo v KMP in tako zavirajo 
ChE v centralnem živčnem sistemu (CŽS). Tak primer z značilno karbamatno strukturo je 
rivastigmin [61]. 
Ob potrditvi, da lahko derivati karbamata z ustrezno strukturo in selektivnim delovanjem na 
BChE dobro vplivajo na zdravljenje AB, so začeli načrtovati derivate fizostigmina, ki 
usmerjajo karbamatni del v acilni žep. Eptastigmin je bil najuspešnejši zaviralec BuChE 
uporabljen v kliničnih preskušanjih v 90. letih prejšnjega stoletja. Je manj toksičen od 
njegovih prekurzorjev, učinek antiholinesteraz in vivo pa se lahko zadrži dolgo časa [62]. 
Vendar pa je klinična preiskava pokazala, da sta bila med 96 bolniki med prvo fazo 
kliničnega preskušanja dva primera reverzibilne nevtropenije.  
Fenserin (AChE IC50 = 22 nM in BuChE IC50 = 1560 nM) je izkazoval močno selektivnost 
do AChE. Z uvedbo izopropila na fenilni obroč so dobili derivat cimserin (AChE IC50 = 760 
nM, BuChE IC50 = 50 nM), ki je izkazoval 15-kratno selektivno zaviralno delovanje BuChE 
[63]. Z ugotovitvijo, da modifikacija cimserina omogoča različno selektivnost in 
učinkovitost na BChE [64], se na to ogrodje osredotoča vse več študij. Tako so zasnovali in 
sintetizirali vse več analogov cimserina (npr. BNC, PEC), ki pa so izkazovali tudi 
sprejemljivejši farmakološki učinek [65]. 
 




Slika 5: Kemijske strukture zaviralcev ChE načrtovane na osnovi fizostigmina (4). 
Veliko pozornosti so pridobili tudi dualni zaviralci ChE na osnovi takrina. V veliko 
raziskavah je takrin pokazal boljši zaviralni učinek na BChE kot na AChE [66]. Glede na 
njegovo visoko učinkovitost ligandov ta ponuja dobro izhodišče za oblikovanje selektivnih 
zaviralcev BChE [67]. Zato so s pristopi molekulskega modeliranja odkrili in sintetizirali več 
homo- in heterobivalentnih zaviralcev, ki temeljijo na takrinu, z nanomolarno aktivnostjo in 
visoko BChE selektivnostjo. 
Nedavno so bili raziskani selektivni zaviralci BChE, ki temeljijo na piperidinu. Ti so 
izboljšali kognitivno funkcijo, spomin in sposobnost učenja miši v skopolaminskem modelu 
kognitivnega deficita, brez perifernih holinergičnih stranskih učinkov, ki so značilni za 
zaviralce AChE [54]. 
Identificirali so tudi selektivne nanomolarne zaviralce BChE na osnovi triptofana. 
Opredeljeni so bili glede na njihovo kemijsko modularnost, nov način vezave, ki ga je 
razkrilo pet rešenih kristalnih struktur s človeškim BChE, nizko citotoksičnostjo in 
predvideno prepustnostjo krvno-možganske pregrade. Vse te lastnosti kažejo na njihov velik 
potencial kot edinstvene spojine za simptomatsko zdravljenje AB [68]. Ti zaviralci so bili 
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2 Namen dela 
In vitro preizkava knjižnice spojin, generirane na osnovi (+)-izokamfolenskih kislinskih 
derivatov za zaviranje ChE, je pokazala, da je triptofanski α-aminoamid A (Slika 6) dober in 
selektiven zaviralec BChE. Ta spojina vodnica je bila nato izhodišče za oblikovanje in 





hBChE: IC50: 250 ± 20 nM 
Slika 6: Triptofanski α-aminoamid kot spojina vodnica. 
 
Tako je naš cilj magistrskega dela sinteza nekaterih predlaganih spojin iz te knjižnice, ki bi 
encim BChE zavirali v nizkem nanomolarnem območju. Kot izhodiščno molekulo bomo 
uporabili aminokislino triptofan, na katero želimo na aminskem delu uvesti različno dolge 
alkilne skupine (R1), s karboksilno skupino pa tvoriti amidno vez s pripenjanjem izbranih 
aminov (R2-NH2) (Slika 7). Pripravljene spojine bomo v celoti okarakterizirali z določitvijo 
kota zasuka, infrardečo spektroskopijo (IR), jedrsko magnetno resonanco (NMR) in masno 
spektroskopijo visoke ločljivosti (ESI-HRMS) ter ovrednotili njihovo aktivnost in vitro na 





Slika 7: Spremembe v strukturi triptofanskega α-aminoamida na mestu R1 in R2. 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Materiali 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali komercialno dostopne reagente (Tabela 1) in 
topila proizvajalcev Acros Organics, Alfa Aesar, Eurisio-Top, Fluka, Merck, Sigma Aldrich 
in TCI Europe. Če je bilo potrebno, smo za izvedbo sintez v brezvodnih pogojih topila tudi 
ustrezno posušili, steklovino prežarili in ohladili v eksikatorju, sledove vode v reaktantih pa 
odstranili z azeotropnim uparjanjem z brezvodnim toluenom. 
Tabela 1: Seznam komercialno dostopnih reagentov za potrebe izvedbe sintez. 



























2-feniletan-1-amin (i) 2-(piridin-2-il)etan-1-amin (j) triptamin (k) 
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Tabela 2: Seznam sintetiziranih aminov za potrebe izvedbe sintez, pripravljenih po znanem literaturnem 




2-(adamantan-2-il)etan-1-amin (m) (R)-2-(2,2-dimetil-3-metilenciklopentil)etan-1-amin (n) 
 
3.2 Metode dela in laboratorijska oprema 
3.2.1 Sinteza 
Pri sintezah, če so reakcijski postopki zahtevali mešanje/segrevanje, smo le-to izvedli z 
magnetnim mešalom – grelnikom. Za odstranjevanje topil pri znižanem tlaku smo uporabili 
rotacijski uparjevalnik, pri filtriranju s presesavanjem pa vodno črpalko. Potek reakcij smo 
spremljali s tankoplastno kromatografijo, kjer smo uporabili plošče silica gel 60 F254 Al 
plates proizvajalca Sigma-Aldrich. Spojine na kromatogramih smo detektirali z UV svetlobo 
in/ali raztopino oroševalnega reagenta ninhidrina. Kolonske kromatografije smo izvajali na 
silikagelu (Silica gel 60, 0,035 – 0,070 mm, Fluka) ali na bazičnem aluminijevem oksidu 
(aktivnost po Brockmannu: II, Fluka). 
3.2.2 Splošni postopki 
Splošni postopek uvedbe Boc zaščitne skupine (Sp1): K raztopini soli (1 ekv.) v THF/H2O 
= 1/1 smo dodali di-terc-butil dikarbonat (Boc2O; 2,5 ekv.) in trietilamin (TEA; 2,5 ekv.). 
Pri ravnanju in prenosu Boc2O v reakcijsko mešanico smo morali biti previdni, saj se spojina 
na sobni temperaturi stali. Med reakcijo pride do nastajanja CO2. Reakcijska zmes se je 
mešala 15 h pri sobni temperaturi. Potem smo topilo (THF) vakuumsko uparili, ostanek 
nakisali z NaHSO4 do zahtevanega pH = 3 in ekstrahirali z etil acetatom (EtOAc) (3 × 20 
mL). Ločeno organsko fazo smo smo posušili z brezvodnim natrijevim sulfatom in 
prefiltrirali skozi filter papir. Topilo smo potem vakuumsko uparili in pripravili vzorec za 
čiščenje s kolonsko kromatografijo. 
Splošni postopek priprave amidov z aktivacijo s CDI (Sp2): Zaradi zahtevanih suhih 
reakcijskih pogojev smo najprej steklovino, v kateri je potekala reakcija, dodatno posušili 
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tako, da smo jo prežarili in ohladili v eksikatorju. V bučko smo zatehtali določeno količino 
karboksilne kisline (1 ekv.)  in 1,1'-karbonildiimidazola (CDI) (1,1 ekv.) ter raztopili v 
brezvodnem THF (1,5-2 mL). Bučke smo pred in po dodatku  reakcijske mešanice prepihali 
z argonom. Pri reakciji se sprošča CO2.  Po 2 h rahlega mešanja pri sobni temperaturi smo k 
reakcijski zmesi kvantitativno dodali amin (1,1 ekv.) ter pustili mešati še 15 h pri sobni 
temperaturi. Sledila je odstranitev topila z vakuumskim uparevanjem, priprava vzorca in 
izolacija produkta s kolonsko kromatografijo. Po izvedbi kolonske kromatografije smo čiste 
frakcije produkta združili ter topilo vakuumsko uparili. 
Splošni postopek odščite Boc zaščitne skupine (Sp3): Boc-zaščiten amid smo raztopili v 
diklorometanu (DCM) (vsaj 4 mL/mmol reaktanta) in ohladili na ledu. Potem smo počasi 
dodali trifluoroocetno kislino (0,5–1,0 vol. ekv.) in reakcijsko zmes prepihali z argonom. 
Reakcija je potekala vsaj 2 h na sobni temperaturi.  Konec reakcije (popolno konverzijo) 
smo potrdili s tankoplastno kromatografijo (TLC). Potem smo zmes naalkalili z 1 M NaOH 
do zahtevaneha pH (7-8). Sledila je ekstrakcija produkta v lij-ločniku z DCM (2 × 20 mL). 
Organskofazo smo posušili z brezvodnim natrijevim sulfatom, prefiltrirali in odstranili 
hlapne komponente (DCM) na rotavaporju ter pripravili vzorec za čiščenje s kolonsko 
kromatografijo. Po ločitvi komponent na koloni smo čiste frakcije produkta združili ter 
topilo vakuumsko uparili. 
Splošni postopek čiščenja spojin z reverznofazno kolonsko kromatografijo (Sp4) 
(Izvedel asist. dr. Damijan Knez, mag. farm., Fakulteta za farmacijo, Univerza v 
Ljubljani): kromatografski sistem Isolera Biotage One Flash Chromatography, kolona 
SNAP Biotage KP-C18-HS (12 g), eluent A: 0,1 vol. % TFA v deionizirani vodi, eluent B: 
MeCN, gradientni način: 15-kratni volumen kolone (300 mL), 10–90 vol. % B; 5-kratni 
volumen kolone (100 mL), 90 % MeCN. Frakcije s pričakovano spojino smo združili in 
organsko topilo vakuumsko uparili. Preostanek smo naalkalili z 1 M NaOH(aq) do pH 10 in 
ekstrahirali z DCM (2 × 30 mL). Organsko fazo smo posušili z brezvodnim natrijevim 
sulfatom,  prefiltrirali in topilo vakuumsko uparili. 
3.2.3 Karakterizacija spojin z analitskimi metodami 
Končne produkte in/ali vmesne intermediate smo okarakterizirali z jedrsko magnetno 
resonanco, masno spektroskopijo, infrardečo spektroskopijo in določitvijo kota zasuka. 
1
H-
NMR  (500 MHz) in 
13
C-NMR (126 MHz) spektri so bili posneti na spektrometru Bruker 
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Avance III 500 v DMSO-d6 in CDCl3, z dodanim internim standardom – TMS. Kemijski 
premiki so izraženi v delih na milijon (ang. parts per million, ppm), sklopitvene konstante 
(J) v hercih (Hz). Masni spektri visoke ločkljivosti (HRMS) so bili posneti na spektometru 
Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC/MS (po ESI tehnki), infrardeči (IR) spektri pa na 
Bruker ALPHA FT-IR spektrofotometru (izmerjena valovna dolžina podana v cm
-1
). 











). Določanje čistote s 
tekočinsko kromatografijo ultravisoke ločljivosti (UPLC) je na Fakulteti za farmacijo v 
Ljubljani izvedel asist. dr. Damijan Knez, mag. farm. na kromatografu z modularnim 
sistemom Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) z 
naslednjo kromatografsko metodo: kolona: Waters Acquity UPLC® HSS C18 SB (2,1 × 50 
mm, 1,8 μm), temperatura kolone: 40 °C, volumen injiciranja: 4 μL, koncentracija vzorcev: 
0,1–0,2 mg/mL (v mešanici MQ voda : MeCN : TFA = 80 : 20 : 0,1), pretok: 0,4 mL/min, 
UV detekcija pri valovni dolžini 254 nm, mobilna faza A: 0,1 vol. % TFA v MQ vodi, 
mobilna faza B: acetonitril, gradientni način: 0–2 min, 20 vol. % B; 2–5 min, 10–90 vol. % 
B; 5–8 min, 90 vol. % B. Čistost smo določili z integracijo površine pod krivuljo (AUC). Ta 
je podana kot delež skupne površine pod krivuljo vseh kromatografskih vrhov, ki niso bili 
prisotni v slepem vzorcu (normalizacijski postopek). 
3.2.4 Farmakološko vrednotenje 
Meritve encimskega zaviranja na mišji acetilholin esterazi (mAChE) in humani butirilholin 
esterazi (hBChE) z uporabo Ellmanove metode so bile narejene na Fakulteti za farmacijo, 
Univerze v Ljubljani s strani asist. dr. Damijana Kneza, mag. farm.  
Raztopine spojin, ki smo jih pripravili z redčenjem v dimetilsulfoksidu (DMSO), smo 
inkubirali 5 min pri 20 °C z Ellmanovim reagentom (končna koncentracija (k.c.): 333 μM) in 
ChE (k.c.: 1 nM ali 50 pM hBChE ali mAChE) v 0,1 M fosfatnem pufru (pH - 8). Reakcije 
smo izvedli z dodatkom reagentov butiriltioholin jodida (BTC) ali acetiltioholin jodida 
(ATC) (k.c.: 500 µM za hBChE oz. mAChE). Končna vsebnost DMSO je bila 1%. 
Povečanje absorbance zaradi nastajanja Ellmanovega produkta smo spremljali pri 412 nm s 
čitalcem mikrotiterskih ploščic Synergy
TM
 H4 (BioTek Instruments, VT, USA). Inhibicijski 
potenciali so bili izraženi kot rezidualne aktivnosti v skladu z  enačbo RA = (vi - b) / (vo - b), 
kjer so izračunane začetne hitrosti v prisotnosti (vi) in odsotnosti (vo) preizkušenih spojin in 
b vrednost za slep vzorec s fosfatnim pufrom brez ChEs. Za določitev srednjih zaviralnih 
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koncentracij (IC50) smo uporabili vsaj sedem različnih koncentracij za vsako spojino. 
Vrednosti IC50 so bile določene iz krivulj rezidualnih aktivnosti ChE glede na uporabljene 
koncentracije zaviralcev, pri čemer so bili eksperimentalni podatki prilagojeni logaritemski 
funkciji s štirimi parametri. Takrin in donepezil sta bila uporabljena kot pozitivna kontrola. 
3.2.5 Risanje in poimenovanje struktur ter izračun fizikalno-kemijskih 
lastnosti spojin 
Za risanje in poimenovanje strukturnih formul ter določevanje fizikalno-kemijskih lastnosti 
spojin smo uporabili računalniški program ChemDraw Professional 15.0.  
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  1        3 






1. Butil-L-triptofan (2) smo pripravili po modificiranem literaturnem postopku [69]. K 
raztopini L-triptofana (1) (20 mmol, 4,0846 g) v MeOH (50 mL), ki smo ga nevtralizirali 
s fino uprašenim NaoH (21 mmol, 0,84 g) smo dodali n-butanal (a) (28 mmol). Po 10-15 
min mešanja na mešalu smo raztopino ohladili na ledeni kopeli in dodali NaBH4 (26 
mmol, 0,98 g,). Reakcijsko zmes smo nato pustili mešati 2 h pri 0 °C. Potem smo dodali 
37 % HCl do izoelektrične točke L-triptofana (pH = 5-6). MeOH smo vakuumsko uparili, 
dodali aceton (25 mL) in oborjene ostanke odfiltrirali. Te smo nato sprali s H2O za 
odstranitev NaCl in še enkrat odfiltrirali. Tako smo dobili čist alkiliran produkt. 
 
Butil-L-triptofan (2). 
          2 
Izkoristek: 4086,4 mg (15,7 mmol, 78,5 %) bele do rumeno-rjave poltrde snovi. 
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2. V drugi stopnji smo butil-L-triptofanu (2) (15,039 mmol, 3915 mg) uvedli Boc zaščitno 
skupino s sintezo po postopku Sp1 iz di-terc-butil dikarbonata (Boc2O; 2,5 ekv., 8204 
mg), TEA (2,5 ekv., 3803 mg) in 150 mL THF/H2O = 1/1 in ga izolirali s kolonsko 
kromatografijo (stacionarna faza (sf): silikagel 60; mobilna faza (mf): 1. PE/EtOAc = 







          3 
Izkoristek: 4097,7 mg (11,367 mmol, 75,6 %) bež poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = - 81,9 (c 0,41, CHCl3). 
νmax 3341, 2977, 2931, 2251, 1713, 1673, 1495, 1455, 1420, 1394, 1366, 1334, 1248, 1157, 
1096, 1075, 1030, 1011, 980, 907, 860, 806, 729, 698, 670, 647, 610 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 261,1598 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,73 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,01 – 1,35 (m, 4H); 1,39 – 1,65 (m, 
9H); 2,53 – 2,75 (m, 1H); 3,05 – 3,57 (m, 3H); 4,11 – 4,39 (m, 1H); 7,01 (d, J = 12,2 Hz, 
1H); 7,08 – 7,15 (m, 1H); 7,19 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 7,31 – 7,39 (m, 1H); 7,53 – 7,65 (m, 1H); 
8,24 (s, 0,5H); 8.35 (s, 0,5H); 9,21 (br s, 1H). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): 13,81; 13,86; 19,85; 20,05; 25,02; 25,94; 28,49; 28,52; 30,33; 
30,78; 48,88; 49,22; 61,25; 62,71; 81,01; 111,35; 111,50; 111,68; 111,73; 118,30; 118,55; 
119,54; 122,08; 123,08; 123,43; 127,30; 127,49; 136,29; 155,00; 156,60; 175,75; 177,41. 
 
  
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
21 
 
Sinteza (S)-2-(butilamino)-N-(2-cikloheksiletil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (5) 
 
  3        5 









L-triptofana (3) (200 mg, 0,555 mmol), CDI (1,1 ekv., 99 mg) in 2-cikloheksiletan-1-
amina (c) (1,1 ekv., 77,7 mg) in ga izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel; mf: 
1. PE/EtOAc = 5/1, 2. PE/EtOAc = 3/1). 
 
Terc-butil (S)-butil(1-((2-cikloheksiletil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-il)karbamat (4). 
          4 
 
2. Sledila je takojšnja odščita Boc skupine po postopku Sp3. Končen produkt 5 smo 
izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: PE/EtOAc = 1/1). 
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Karakterizacija (S)-2-(butilamino)-N-(2-cikloheksiletil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (5). 
          5 
Izkoristek: 54,4 mg (0,147 mmol, 26,5 % v dveh korakih) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = - 58,75 (c 0,14; CHCl3). 




ESI-HRMS: m/z = 370,2851 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,77 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 0,84 – 0,96 (m, 2H); 1,08 – 1,30 (m, 
9H); 1,31 –1,41 (m, 2H); 1,60 – 1,73 (m, 5H); 2,36 – 2,47 (m, 2H); 2,88 (dd, J = 9,2; 14,3 
Hz, 1H); 3,18 –3,27 (m, 1H); 3,29 – 3,41 (m, 3H); 7,04 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,07 – 7,13 (m, 
1H); 7,15 – 7,22 (m, 1H); 7,31 (t, J = 6,1 Hz, 1H, NH); 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,65 (d, J = 
8,0 Hz, 1H); 8,63 (s, 1H, NH).  
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,92; 20,29; 26,35; 26,60; 29,48; 32,25; 33,21;33,24; 
35,46; 36,77; 37,09; 48,78; 63,58; 111,39; 111,71; 118,94; 119,56; 122,22; 122,97;127,57; 
136,58; 174,56. 
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Sinteza (S)-2-(butilamino)-N-(cikloheptilmetil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (7) 
  3        7 









triptofana (3) (200 mg, 0,555 mmol), CDI (1,1 ekv., 99 mg) in cikloheptilmetanamina 
(d) (1,1 ekv., 77,7 mg) in ga izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 
PE/EtOAc = 3/1). 
 
Terc-butil (S)-butil(1-((cikloheptilmetil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-il)karbamat (6). 
          6 
Izkoristek: 191,8 mg (0,408 mmol, 73,5 %) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D= - 48,3 (c 0,1 , CHCl3). 
νmax 3307, 3057, 2959, 2923, 2856, 1660, 1528, 1457, 1410, 1392, 1365, 1287, 1235, 1166, 
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2. Sledila je odščita Boc skupine produktu 6 (136,4 mg, 0.290 mmol) po postopku Sp3. 
Končen produkt 7 smo izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. DCM, 
2. DCM/MeOH = 50/1). 
Karakterizacija (S)-2-(butilamino)-N-(cikloheptilmetil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (7). 
 
          7 
Izkoristek: 32,8 mg (0,089 mmol, 30,6 %) brezbarvnega olja. 
[α]D
r.t.
 = - 57,4 (c 0,42; CHCl3). 
νmax 3277, 3057, 2920, 2853, 1652, 1521, 1456, 1355, 1302, 1247, 1152, 1125, 1101, 1046, 
1010, 910, 877, 738, 613 cm
–1
. 
ESI-HRMS: m/z = 370.2842 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,76 (t, J = 7,3 Hz,3H); 1,10 – 1,20 (m, 4H); 1,22 – 1,28 (m, 
2H); 1,34 – 1,52 (m, 5H); 1,53 – 1,70 (m, 7H); 2,37– 2,48 (m, 2H); 2,87 (dd, J = 9,4; 14,4 
Hz, 1H); 3,01 – 3,08 (m, 1H); 3,16 – 3,23 (m, 1H); 3,32– 3,42 (m, 2H); 7,04 (d, J = 2,2 Hz, 
1H); 7,08 – 7,13 (m, 1H); 7,16 – 7,21 (m, 1H); 7,37 (d, J =8,1 Hz, 1H); 7,44 (br t, J = 6,2 
Hz, 1H); 7,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,58 (br s, 1H). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,93; 20,30; 26,48; 28,42; 28,47; 29,54; 32,20; 32,22; 
32,28; 39,72; 45,54; 48,83; 63,66; 111,38; 111,77; 118,96; 119,58; 122,24; 122,96; 127,56; 
136,59; 174,66. 
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Sinteza (S)-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)-2-(pentilamino)propanamida (11) 
 
  8        10 
Shema 4: Shematski prikaz sinteze (S)-2-amino-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (10). 
 
1. Terc-butil (S)-(1-((2-cikloheptiletil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-
il)karbamat (9) smo sintetizirali po postopku Sp2  iz (terc-butoksikarbonil)-L-triptofana 
(1,13 mmol, 344 mg) (8), CDI (1,1 ekv., 202 mg) in 2-cikloheptiletan-1-amina (e) (1,1 
ekv., 176 mg) in ga izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: PE/EtOAc = 
1/1). 
 
Terc-butil (S)-(1-((2-cikloheptiletil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-il)karbamat (9). 
          9 
 
2. Sledila je takojšnja odščita Boc skupine produkta 9 (1,127 mmol, 481,89 mg) po 
postopku Sp3 (Izkoristek 10: 334 mg (1.02 mmol, 90.5 % v dveh korakih) rumene 
poltrde snovi). 
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  10        11 
Shema 5: Shematski prikaz sinteze (S)-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)-2-
(pentilamino)propanamida (10). 
 
3. Sledilo je reduktivno alkiliranje. (S)-2-amino-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-
il)propanamid (10) (249,4 mg, 0,762 mmol) smo raztopili v 1,2-dikloroetanu (10 mL), 
dodali n-pentanal (b) (89,1 µL, 0,81 g/mL) in pustili mešat 10 min pri sobni T. Nato smo 
dodali reducent natrijev triacetoksiborhidrid (242 mg, 1,5 ekv.) in pustili mešat 6 h pri 
sobni T. Pred čiščenjem na koloni smo produkt naalkalili z nasičeno raztopino 
natrijevega hidrogenkarbonata (5 mL) za nevtralizacijo ocetne kisline, zmes dvakrat 
ekstrahirali z DCM (20 mL) in organsko fazo posušili z brezvodnim natrijevim sulfatom, 
filtrirali in topilo vakuumsko uparili. Končen produkt 11 smo izolirali s kolonsko 
kromatografijo (sf: silikagel; mf: 1. DCM/MeOH = 50:1, 2. DCM/MeOH = 10:1). 
 
Karakterizacija (S)-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)-2-(pentilamino)propanamida (11). 
          11 
Izkoristek: 39,1 mg (0,098 mmol, 12,9 %) brezbarvnega olja. 
[α]D= - 61,4 (c 0,10, CHCl3). 




ESI:HRMS: m/z = 398,3166 (MH
+
); izračunan za C25H40N3O: m/z = 398,3166 (MH
+
). 




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,79 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 1,04 – 1,31 (m, 8H); 1,35 – 1,72 (m, 
14H); 2,35 – 2,48 (m, 2H); 2,88 (dd, J = 9,2; 14,3 Hz, 1H); 3,17 – 3,26 (m, 1H); 3,28 – 3,41 
(m, 3H); 7,05 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 7,11 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 7,16 – 7,22 (m, 1H); 7,30 (t, J = 
5,9 Hz, 1H, NH); 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,67 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,46 (s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 14,09; 22,53; 26,47; 28,60; 29,34; 29,46; 29,78; 34,47; 
34,50; 36,96; 37,25; 37,75; 49,02; 63,54; 111,36; 111,84; 118,99; 119,64; 122,30; 122,93; 
127,59; 136,55; 174,45. 
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-butil-L-triptofana (3) (244 mg, 0,678 mmol), CDI (1,1 ekv., 120,9 mg) in 2-
(adamantan-2-il)etan-1-amina (m) [70] (1,1 ekv., 146,3 mg) in ga izolirali s kolonsko 




          12 
 
2. Sledila je takojšnja odščita Boc skupine po postopku Sp3. Končen produkt 13 smo 
izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. DCM, 2. DCM/MeOH = 
100/1, 3. DCM/MeOH = 20/1). 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
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Karakterizacija (S)-N-(2-(adamantan-2-il)etil)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (13). 
 
          13 
Izkoristek: 40 mg (0,0949 mmol, 14% v dveh korakih) rumene poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = + 5.4 (c 0.27, MeOH). 
νmax 3276, 3056, 2902, 2849, 1650, 1524, 1454, 1354, 1342, 1233, 1100, 1010, 972, 908, 
878, 736, 610 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 422,3168 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,76 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,10 – 1,18 (m, 2H); 1,20 – 1,30 (m, 
2H); 1,48 – 1,54 (m, 2H); 1,57 – 1,63 (m, 2H); 1,64 – 1,74 (m, 8H); 1,76 – 1,89 (m, 6H); 
2,37 – 2,47 (m, 2H); 2,89 (dd, J = 9,3; 14,3 Hz, 1H); 3,18 – 3,26 (m, 1H); 3,28 – 3,41 (m, 
3H); 7,04 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,07 – 7,12 (m, 1H); 7,16 – 7,21 (m, 1H); 7,31 – 7,39 (m, 2H); 
7,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,64 (br s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,91; 20,29; 28,07; 28,25; 29,48; 31,71; 31,72; 31,80; 
32,24; 32,46; 37,46; 38,38; 39,22; 42,03; 48,79; 63,57; 111,38; 111,70; 118,94; 119,55; 
122,21; 122,97; 127,57; 136,58; 174,61. 
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-butil-L-triptofana (3) (314,8 mg, 0,873 mmol), CDI (1,1 ekv., 155,7 
mg) in (R)-2-(2,2-dimetil-3-metilenciklopentil)etan-1-amina [71] (1,1 ekv., 147,2 mg) in 





          14 
 
2. Sledila je takojšnja odščita Boc skupine po postopku Sp3. Končen produkt 15 smo 
izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. PE/EtOAc = 1:1, 2. 
PE/EtOAc = 1:3). 






          15 
Izkoristek: 59,8 mg (0,151 mmol, 17,3 % v dveh korakih) brezbarvnega olja. 
[α]D
s.t.
 = ± 0,0 (c 0,05, MeOH). 
νmax 3270, 2952, 2927, 2860, 1650, 1522, 1456, 1357, 1231, 1104, 1010, 739 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 396.3007 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,74 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 0,94 (s, 3H); 0,96 (s, 3H); 1,06 – 
1,16 (m, 2H); 1,18 – 1,27 (m, 2H); 1,48 (t, J = 2,1 Hz, 3H); 1,56 – 1,64 (m, 2H); 2,11 – 2,23 
(m, 4H); 2,34 – 2,47 (m, 2H); 2,88 (dd, J = 8,8; 14,1 Hz, 1H); 3,25 – 3,43 (m, 4H); 7,02 (d, J 
= 2,3 Hz, 1H); 7,07 – 7,11 (m, 1H); 7,15 – 7,20 (m, 1H); 7,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H, NH); 7,36 
(d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,63 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,72 (s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 9,53; 13,88; 20,20; 26,50; 26,56; 28,65; 29,31; 32,12; 
32,17; 37,18; 38,86; 46,98; 48,74; 63,41; 111,38; 111,55; 118,87; 119,52; 122,18; 122,99; 
127,59; 130,11; 136,58; 141,79; 174,60. 
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-butil-L-triptofana (3) (150 mg, 0,416 mmol), CDi (1 ekv., 74,2 
mg) in 2-(tetrahidro-2H-piran-4-il)etan-1-amina (f) (1,1 ekv., 59,1 mg) in ga izolirali s 




          16 
Izkoristek: 130 mg (0,276 mmol, 66,3 %) brezbarvne poltrde snovi.  
[α]D= - 53,7 (0,0011 g/ml, kloroform). 
νmax 3307, 2928, 2856, 1656, 1528, 1457, 1411, 1365, 1300, 1235, 1167, 1142, 1093, 1012, 




2. Sledila je odščita Boc skupine produktu 16 (121 mg, 0,257 mmol) po postopku Sp3. 
Končen produkt 17 smo izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 
DCM/MeOH = 20:1). 






          17 
Izkoristek: 48,5 mg (0,131 mmol, 51,1%) brezbarvnega olja. 
[α]D
s.t.
 = + 8.85 (c 0.41, CHCl3). 
νmax 3273, 3056, 2954, 2924, 2845, 2244, 1649, 1524, 1456, 1437, 1355, 1341, 1297, 1234, 
1141, 1092, 1012, 980, 907, 837, 810, 737, 610 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 372,2645 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,77 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,11 – 1,19 (m, 2H); 1,22 – 1,32 (m, 
4H); 1,37 – 1,44 (m, 2H); 1,44 – 1,54 (m, 1H); 1,54 – 1,77 (m, 3H); 2,38 – 2,48 (m, 2H); 
2,90 (dd, J = 14,5, 9,2 Hz, 1H); 3,20 – 3,29 (m, 1H); 3,30 – 3,42 (m, 5H); 3,94 (ddd, J = 1,8; 
4,5; 11,4 Hz, 2H); 7,04 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 7,07 – 7,13 (m, 1H); 7,16 – 7,22 (m, 1H); 7,33 (t, 
J = 6,0 Hz, 1H, NH); 7,37 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,67 (s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,91; 20,27; 29,38; 32,21; 32,78; 32,93; 32,96; 36,22; 
36,68; 48,76; 63,49; 68,03; 111,37; 111,58; 118,92; 119,57; 122,23; 122,98; 127,54; 136,56; 
174,61 
Čistost: UPLC (254 nm): tr = 3,457 min; 100 %. 
 
  
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
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Sinteza (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-(2-(piperidin-4-il)etil)propanamida (19) 
 
  3        19 









-butil-L-triptofana (3) (200 mg, 0,555 mmol), CDI (1,1 ekv., 99 
mg) in terc-butil 4-(2-aminoetil)piperidin-1-karboksilat (g) (1,1 ekv., 139,4 mg) in ga 




          18 
Izkoristek: 206,2 mg (0,361 mmol, 65,1 %) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D
s.t. 
= - 37,4 (c 0,1, CHCl3). 
νmax 3309, 2971, 2929, 2871, 1740, 1664, 1456, 1419, 1392, 1365, 1278, 1242, 1166, 1142, 




2. Sledila je odščita Boc skupin produktu 18 (126,7 mg, 0,222 mmol) po postopku Sp3. 
Končen produkt 19 smo izolirali po postopku Sp4. 
  
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
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Karakterizacija (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-(2-(piperidin-4-il)etil)propanamida (19). 
          19 
Izkoristek: 121 mg (0,327 mmol, 58,8%) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D
s.t. 
= - 34.5 (c 0,06, aceton). 
νmax 3271, 2954, 2922, 2853, 1646, 1527, 1456, 1377, 1357, 1258, 1233, 1107, 1011, 
974, 909, 798, 736 cm
–1
 
ESI:HRMS: m/z = 371,1012 (MH
+




H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0,78 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,10 – 1,43 (m, 11H); 1,64 – 1,79 
(m, 2H); 1,83 – 2,28 (m, 4H); 2,39 – 2,49 (m, 2H); 2,59 (td, J = 2,7; 12,3 Hz, 1H); 2,92 (dd, 
J = 8,9; 14,5 Hz, 1H); 3,05 – 3,13 (m, 1H); 3,19 – 3,42 (m, 4H); 7,06 (s, 1H); 7,10 – 7,16 (m, 
1H); 7,17 – 7,24 (m, 1H); 7,38 (d, J = 8,2 Hz, 1H); 7,68 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 8,34 (s, 1H, 
NH). 
13
C-NMR (101 MHz, CDCl3): δ 13,98; 20,35; 29,28; 31,97; 32,32; 32,77; 33,78; 36,35; 
36,82; 46,37; 48,80; 63,51; 111,35; 111,91; 119,05; 119,74; 122,38; 122,93; 127,67; 136,51; 
174,50. 
Čistost: UPLC (254 nm): tr = 0,863 min; 100 %. 
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-butil-L-triptofana (3) (150 mg, 0,416 mmol), CDI (1,1 ekv., 74,2 mg) in 2-(1-
metilpiperidin-4-il)etan-1-amina (h) (1,1 ekv., 65,1 mg) in ga izolirali s kolonsko 
kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. DCM/MeOH = 10:1, 2. DCM/MeOH = 5:1). 
Terc-butil (S)-(3-(1H-indol-3-il)-1-((2-(1-metilpiperidin-4-il)etil)amino)-1-oksopropan-2-
il)(butil)karbamat (20). 
          20 
Izkoristek: 104,2 mg (0,215 mmol, 51,7 %) brezbarvne poltrde snovi. 
 
2. Sledila je odščita Boc skupine produktu 20 (89 mg, 0,184 mmol) po postopku Sp3. 
Končen produkt 21 smo izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: bazični aluminijev oksid; 
mf: 1. Et2O, 2. Et2O:MeOH = 5:1). Izhodno spojino smo dodatno prečistili po postopku 
Sp4. 
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Karakterizacija (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-(2-(1-metilpiperidin-4-il)etil)propanamida (21). 
 
          21 
Izkoristek: 30,1 mg (0,0783 mmol, 42,6 %) brezbarvnega olja. 
[α]D
s.t.
 = - 36,8 (c 0,21, CHCl3). 
νmax 3247, 2925, 2854, 2792, 1649, 1524, 1455, 1377, 1356, 1342, 1278, 1233, 1103, 1072, 
1010, 975, 957, 923, 878, 737, 643, 611 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 385,297 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,77 (t, J = 7,3 Hz, 3H); 1,11 – 1,19 (m, 2H); 1,20 – 1,33 (m, 
6H); 1,37 – 1,43 (m, 2H); 1,62 – 1,71 (m, 2H); 1,84 – 1,91 (m, 2H); 2,26 (s, 3H); 2,37 – 2,47 
(m, 2H); 2,83 (br d, J = 11,1 Hz, 2H); 2,89 (dd, J = 9,2; 14,4 Hz, 1H); 3,20 – 3,28 (m, 1H); 
3,29 – 3,40 (m, 3H); 7,04 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,09 – 7,13 (m, 1H); 7,16 – 7,21 (m, 1H); 7,30 
(t, J = 5,8 Hz, 1H); 7,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,66 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 8,74 (s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,94; 20,30; 29,42; 32,26; 32,31; 32,34; 33,01; 36,34; 
36,63; 46,56; 48,79; 55,95; 63,55; 111,35; 111,73; 118,97; 119,59; 122,25; 122,97; 127,60; 
136,57; 174,56. 
Čistost: UPLC (254 nm): tr = 0,953 min; 97,6 %. 
  
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
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Sinteza (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-fenetilpropanamida (23) 
  3        23 
Shema 11: Shematski prikaz sinteze (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-fenetilpropanamida (23). 
 
1. Terc-butil (S)-(3-(1H-indol-3-il)-1-okso-1-(fenetilamino)propan-2-il)(butil)karbamat (22) 





(150 mg, 0,416 mmol), CDI (1,1 ekv., 74,2 mg) in 2-feniletan-1-amina (i) (1,1 ekv., 55,4 
mg) in ga izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: PE:EtOAc = 6:1). 
 
Terc-butil (S)-(3-(1H-indol-3-il)-1-oxo-1-(fenetilamino)propan-2-il)(butil)karbamat (22). 
          22 
Izkoristek: 99,1 mg (0,214 mmol, 51,4 %) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = - 55,9 (c 0,11 g/ml, CHCl3). 
νmax 3316, 2961, 2930, 2871, 1657, 1519, 1497, 1455, 1411, 1365, 1288, 1234, 1144, 1099, 




2. Sledila je odščita Boc skupine produktu 22 (85 mg, 0,183 mmol) po postopku Sp3. 
Končen produkt 23 smo izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. 
DCM, 2. DCM/MeOH = 50:1). 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
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Karakterizacija (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-fenetilpropanamida (23). 
          23 
Izkoristek: 18,4 mg (0,0506 mmol, 27,6 %) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = - 64.7 (c 0,793, CHCl3). 
νmax 3274, 3058, 2955, 2925, 2857, 1650, 1522, 1496, 1454, 1435, 1356, 1341, 1232, 1102, 
1029, 1010, 738, 698 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 364,2381 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,73 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 1,01 – 1,10 (m, 2H); 1,11 – 1,19 (m, 
2H); 1,57 (br s, 1H, NH); 2,26 – 2,38 (m, 2H); 2,77 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,86 (dd, J = 9,0; 
14,4 Hz, 1H); 3,26 – 3,37 (m, 2H); 3,45 – 3,53 (m, 1H); 3,54 – 3,62 (m, 1H); 7,01 (d, J = 2,3 
Hz, 1H); 7,08 – 7,15 (m, 3H); 7,16 – 7,23 (m, 2H); 7,24 – 7,30 (m, 2H); 7,31 – 7,40 (m, 2H); 
7,66 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,25 (s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,94; 20,22; 29,27; 32,15; 35,84; 40,04; - 55 - 48,73; 
63,48; 111,33; 111,89; 119,04; 119,72; 122,38; 122,88; 126,51; 127,64; 128,64; 128,86; 
136,50; 139,08; 174,53. 
Čistost: UPLC (254 nm): tr = 4,143 min; 100 %. 
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Sinteza (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-(2-(piridin-2-il)etil)propanamida (25) 
  3        25 









-butil-L-triptofana (3) (233,6 mg, 0,648 mmol), CDI (1,1 ekv., 115,6 mg) in 2-(piridin-
2-il)etan-1-amina (j) (1 ekv., 87,1 mg) in ga izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: 
silikagel 60; mf: 1. PE/EtOAc = 1:1, 2. EtOAc). 
 
Terc-butil (S)-(3-(1H-indol-3-il)-1-okso-1-((2-(piridin-2-il)etil)amino)propan-2-il)(butil)karbamat (24). 
          24 
Izkoristek: 197,3 mg (0,425 mmol, 65,5 %) brezbarvne poltrde snovi. 
 
2. Sledila je odščita Boc skupine produktu 24 (151 mg, 0.325 mmol) po postopku Sp3. 
Končen produkt 25 smo izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. 
DCM/MeOH = 100:1, 2. DCM/MeOH = 10:1). Spojino 24 smo dodatno očistili po 
postopku Sp4. 
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Karakterizacija (S)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)-N-(2-(piridin-2-il)etil)propanamida (25). 
 
          25 
Izkoristek: 68 mg (0,187 mmol, 57,4 %) brezbarvnega olja. 
[α]D
s.t. 
= - 41,1 (c 0,115, CHCl3). 
νmax 3307, 3056, 2961, 2930, 2872, 1763, 1660, 1594, 1517, 1475, 1457, 1435, 1410, 1392, 
1365, 1337, 1287, 1238, 1164, 1099, 1063, 1008, 961, 859, 739, 650 cm
–1
. 
ESI:HRMS: m/z = 365.2335 (MH
+




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,71 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 0,99 – 1,08 (m, 2H); 1,10 – 1,18 (m, 
2H); 1,25 (s, 1H); 2,29 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 2,84 (dd, J = 9,3; 14,5 Hz, 1H); 2,96 (t, J = 6,7 
Hz, 2H); 3,29 (dd, J = 4,0; 14,6 Hz, 1H); 3,35 (dd, J = 4,2; 9,3 Hz, 1H); 3,61 – 3,78 (m, 2H); 
7,01 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,05 – 7,13 (m, 3H); 7,15 – 7,19 (m, 1H); 7,35 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 
7,55 (td, J = 1,9; 7,6 Hz, 1H); 7,64 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 7,70 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 8,49 – 8,52 
(m, 1H); 8,87 (br s, 1H). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,94; 20,23; 29,36; 32,16; 37,62; 38,32; 48,68; 63,53; 
111,31; 111,98; 119,07; 119,69; 121,58; 122,35; 122,88; 123,52; 127,62; 136,50; 136,56; 
149,40; 159,44; 174,56. 
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Sinteza (S)-N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (27) 
  3        27 









-butil-L-triptofana (3) (233,6 mg, 0,648 mmol), CDI (1,1 ekv., 115,6 mg) in triptamina 
(k) (1,1 ekv., 114,2 mg) in ga izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. 
PE/EtOAc = 4:1, 2. PE/EtOAc = 1:1). 
 
Terc-butil (S)-(1-((2-(1H-indol-3-il)etil)amino)-3-(1H-indol-3-il)-1-oksopropan-2-il)(butil)karbamat (26). 
          26 
Izkoristek: 218,1 mg (0,434 mmol, 67 %) brezbarvne poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = - 41,4 (c 0,15, CHCl3). 
νmax 3410, 3307, 3057, 2961, 2930, 2872, 1660, 1519, 1456, 1415, 1366, 1338, 1288, 1232, 




2. Sledila je odščita Boc skupine produktu 26 po postopku Sp3. Končen produkt 27 smo 
izolirali s kolonsko kromatografijo (sf: silikagel 60; mf: 1. DCM, 2. DCM/MeOH = 
50:1). 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
43 
 
Karakterizacija (S)-N-(2-(1H-indol-3-il)etil)-2-(butilamino)-3-(1H-indol-3-il)propanamida (27). 
 
          27 
Izkoristek: 55,6 mg (0,138 mmol, 60,3 %) rumene poltrde snovi. 
[α]D
s.t.
 = + 0,0 (c 0,29, MeOH). 
νmax 3408, 3277, 3056, 2926, 2857, 1642, 1524, 1455, 1435, 1339, 1228, 1094, 1010, 907, 
803, 733, 647 cm
–1
. 




H-NMR (500 MHz, CDCl3): δ 0,68 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 0,95 – 1,05 (m, 2H); 1,05 – 1,14 (m, 
2H); 1,51 (br s, 1H, NH); 2,24 – 2,35 (m, 2H); 2,81 – 2,95 (m, 3H); 3,26 (dd, J = 4,5; 14,5 
Hz, 1H); 3,33 (dd, J = 4,5; 8,5 Hz, 1H); 3,60 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 6,76 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 
6,87 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 7,03 – 7,10 (m, 2H); 7,12 – 7,19 (m, 2H); 7,31 (d, J = 8,1 Hz, 2H); 
7,36 (t, J = 5,9 Hz, 1H, NH); 7,52 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 7,59 (d, J = 7,9 Hz, 1H); 8,43 (s, 1H, 
NH); 8,52 (s, 1H, NH). 
13
C-NMR (126 MHz, CDCl3): δ 13,88; 20,14; 25,35; 29,10; 32,08; 39,23; 48,60; 63,45; 
111,34; 111,35; 111,40; 112,71; 118,72; 118,84; 119,29; 119,51; 122,00; 122,13; 122,17; 
123,11; 127,41; 127,60; 136,46; 174,86. 
Čistost: UPLC (254 nm): tr = 4,137 min; 94,9 %. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Sinteza N-alkil amidov 
Končne spojine smo pripravili po dveh komplementarnih sinteznih poteh (Shema 14). Pri 
prvi smo kot izhodiščno spojino uporabili aminokislino L-triptofan (1), na katero smo na 
aminskem delu z reduktivnim alkiliranjem uvedli alkilno verigo, in sicer z uporabo 
ustreznega aldehida kot reagenta in reducenta natrijevega borhidrida. Nastali sekundarni 
amin smo zaščitili z Boc-zaščitno skupino. S prosto karboksilno skupino smo z aktivacijo s 
CDI tvorili amidno vez, s pripenjanjem izbranih aminov. Nastali spojini smo nato pod 
kislimi pogoji  s TFA odstranili Boc-skupino. 
Pri drugi sintezni poti smo najprej na že z Boc-skupino zaščiten L-triptofan (1), na 
karboksilnem delu, z aktivacijo s CDI uvedli ustrezen amin. Sledila je odstranitev Boc-
skupine s TFA in reduktivno alkiliranje na α-aminskem delu z ustreznim aldehidom ter 
reducentom natrijevim triacetoksiborhidridom (Shema 14). 
 
 
Shema 14: Shematski prikaz priprave končnih spojin po dveh komplementarnih sinteznih poteh. 
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4.2 In vitro testiranje pripravljenih spojin 
Vse sintetizirane končne spojine smo testirali in vitro z Ellmanovo metodo in določili 
zaviralne sposobnosti (IC50) za encima hBChE in mAChE. Spremembe, ki smo jih izvedli v 
strukturi L-triptofana, smo ovrednotili s primerjavo določenih IC50 vrednosti za hBChE. Vse 
spojine so namreč izkazovale visoko selektivnost za hBChE. 
Na karboksilnem delu L-triptofana smo najprej uvedli in ovrednostili različne enostavnejše 
karbocikle (Slika 8). Povečanje obroča iz cikloheksana (spojina 5) v cikloheptan (spojina 7) 
ni bistveno spremenilo aktivnosti spojine. Aktivnost se je bistveno povečala ob podaljšanju 
distančnika (spojina 11) med cikloalkilnim obročem in amidno skupino. Podaljašanje alkilne 
ročice na aminskem delu L-triptofana (spojina 11) je ohranilo aktivnost v primerjavi z že 
sintetizirano spojino  11a (hBChE: IC50 = 22.4 ± 1.7) v magistrski nalogi [72]. Zato smo v 
nadaljevanju sintetizirali spojine z etilnim distančnikom med cikloalkilnim obročem in 





hBChE: IC50:  46,7 ± 2,0 nM  
mAChE: n.a. (RA pri 100 μM [%]: 




hBChE: IC50: 51,8 ± 2,5 nM 




hBChE: IC50: 23,1 ± 1,0 nM 




hBChE: IC50: 22,4 ± 1,7 nM 
mAChE: n.a. (52,0 ± 5,0%) 
Slika 8: Spojine z enostavnim cikloalkilnim obročem in pripadajočimi vrednostmi IC50 [nM] za hBChE 
in rezidualno aktivnostjo (RA) pri 100 μM [%] za mAChE. 
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Zaviralna aktivnost spojin s petčlenskim obročem (terpenski derivat kafre) (spojina 15) in z 
adamantilnim fragmentom (spojina 13) se je ohranila (Slika 9). hBChE torej ne razlikuje 
med karbocikli, ki izhajajo iz petčlenskega derivata terpena ali adamantila in enostavnejšimi 
cikloalkilnimi obroči. Najboljšo aktivnost je pokazala spojina 13. Spojina 13 vsebuje obroč 
podobne velikosti kot spojina 11 in izkazuje tudi podobno zaviralno aktivnost. Če 
primerjamo spojino 15 in spojino vodnico (hBChE: IC50: 250 ± 20 nM) z enakim 
terpenskim obročem, na podlagi katere smo sintetizirali knjižnico spojin, potrdimo, da je 
uvedba alkilne ročice na aminskem delu in podaljšanje distančnika med obročem in amidno 





hBChE: IC50: 25,3 ± 0,9 nM 
mAChE: n.a. (62,3 ± 1,5%) 
hBChE: IC50: 76,2 ± 2,8 nM 
mAChE: n.a. (51,8 ± 7,3%) 
Slika 9: Spojine s terpenskim obročem in pripadajočimi vrednostmi IC50 [nM] za hBChE in rezidualno 
aktivnostjo (RA) pri 100 μM [%] za mAChE. 
 
Z namenom vzpostavitve kation-π interakcije s Trp82 v holinskem vezavnem žepku 
butirilholinesteraze smo v nadaljevanju sintetizirali različne spojine s heterocikličnim 
obročem (Slika 10). Uvedba tetrahidropiranskega obroča (spojina 17) je bistveno poslabšala 
zaviralno aktivnost spojine. Uvedba bazičnega piperidinskega obroča (spojina 19) je 
izkazovala dobro zaviralno aktivnost, vendar nekoliko slabšo od spojin s cikloalkilnimi 
obroči. Uvedba obroča z dodatno metilno skupino na dušikovem atomu (spojina 21) je še 
nekoliko zmanjšala zaviralno aktivnost. 
  








hBChE: IC50: 705,6 ± 35,7 nM 
mAChE: n.a. (93,3 ± 2,9%) 
hBChE: IC50: 75 ± 11 nM 
mAChE: n.a. (85 ± 5%) 
hBChE: IC50: 88,1 ± 6,3 nM 
mAChE: n.a. (104,9 ± 5,6%) 
Slika 10: Spojine s heterocikličnim obročem in pripadajočimi vrednostmi IC50 [nM] za hBChE in 
rezidualno aktivnostjo (RA) pri 100 μM [%] za mAChE. 
 
Sintetizirali smo tudi spojine s (hetero)aromatskimi obroči (Slika 11). Spojini z benzenskim 
obročem (23) in indolnim obročem (26) sta izkazovali podobni aktivnosti, vendar bistveno 
slabši kot sintetizirane spojine z nasičenim karbociklom/heterociklom. Uvedba elektronsko 








hBChE: IC50: 271,7 ± 9,0 nM 
mAChE: n.a. (70,3 ± 5,8%) 
hBChE: IC50: 2765,4 ± 355,8 nM 
mAChE: n.a. (91,6 ± 4,6%) 
 
hBChE: IC50: 260,7 ± 6,2 nM 
mAChE: n.a. (60,4 ± 1,3%) 
 
Slika 11: Spojine z aromatskim obročem in pripadajočimi vrednostmi IC50 [nM] za hBChE in rezidualno 
aktivnostjo (RA) pri 100 μM [%] za mAChE. 




S poglobljenim raziskovanjem patogeneze AB je v ospredju vse več terapevtskih strategij za 
zdravljenje AB. Kljub različnim novim terapevtskim strategijam pa je holinergična teorija še 
vedno vredna poglobljenih študij. Z dokaj natančnim poznavanjem AChE so se do sedaj v 
terapiji uporabljali selektivni zaviralci AChE ali neselektivni zaviralci ChE. V prejšnjih 
akademskih raziskavah je bila večina pozornosti usmerjena v oblikovanje zaviralcev AChE, 
zaviralci BChE so se pojavili posredno ob odkrivanju zaviralcev AChE, npr. spojine na 
osnovi takrina. Ugotovili so, da se v pozni fazi AB raven AChE v hipokampusu in 
temporalni skorji zmanjša, medtem ko se raven BChE znatno poveča. Zaradi tega in za 
zmanjšanje neželenih učinkov, ki jih povzroči zaviranje AChE ter dvig ravni ACh pri 
napredovani obliki AB, so začeli načrtovati selektivne zaviralce BChE.  
V magistrski nalogi smo sintetizirali knjižnico novih zaviralcev BChE na osnovi strukture 
triptofana. Ti so se po testiranju z Ellmanovo metodo izkazali kot dobri selektivni zaviralci 
BuChE, z IC50 v nanomolarnem območju. Najboljše zaviralce smo dobili, ko smo v strukturi 
L-triptofana podaljšali distančnik med cikloalkilnim obročem in amidno skupino na 
karboksilnem delu ter uvedli amine z enostavnimi karbocikli ter n-butilno ročko na 
aminskem delu L-triptofana. Potrdili smo, da BChE ne razlikuje med karbocikli, ki izhajajo 
iz terpena, in enostavnejšimi cikloalkilnimi obroči. Uvedba karbociklov, ki izhajajo iz 
terpena in heterocikličnih dušikovih obročev ni bistveno spremenila zaviralne aktivnosti, 
medtem, ko je uvedba heterocikličnih kisikovih, aromatskih in indolnih obročev bistveno 
zmanjšala zaviralno aktivnost. 
Vendar pa je poleg visoke selektivnosti in učinkovitosti zaviralcev BChE pomembna tudi 
biološka uporabnost v CŽS in optimalno prehajanje KMP. Zato je smiselno načrtovati 
spojine z ustrezno LogP in Pe vrednostjo, torej poenostaviti in rigidizirati strukturo molekule 
ter zmanjšati molekulsko maso. Glede na pomanjkljivo razumevanje BChE bi bilo potrebno 
poleg in vitro Ellmanovih metod razmisliti tudi o izgradnji zanesljivega modela vrednotenja 
aktivnosti in vivo. Kljub temu, da je BChE pomembna pri napredovani obliki AB, še vedno 
obstaja kritično vprašanje kako sestaviti natančen živalski model, ki posnema vmesno in 
napredovano obliko AB in v celoti odraža patologijo pri bolnikih. Poleg tega so potrjeni 
biomarkerji in biokemični indeksi za odkrivanje bistveni kot osnovna podpora za razvoj 
selektivnih zaviralcev BuChE. Zaključimo lahko, da se bodo na podlagi poznavanja kristalne 
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strukture, skupaj z ustreznimi strukturnimi spremembami in natančnimi strategijami 
vrednotenja zagotovo odkrili učinkoviti in selektivni zaviralci BChE za zdravljenje AB.  




[1] Prince M, Bryce R, Albanese E, Wimo A, Wagner R, Ferri C P: The global prevalence 
of dementia in 2010: a systematic review and meta-analysis. Alzheimers Dement. 
2012;9:64-73. 
[2] Wimo A, Guerchet M, Ali G C, Wu Y T, Prina A M, Winblad B, Jönsson L, Liu Z, 
Prince M: The worldwide costs of dementia 2015 and comparisons with 2010. 
Alzheimers Dement. 2017;13(1):1-7. 
[3] Bresjanac M, Bunc M, Finderle N, Grubič Z, Kamarič L, Kordaš M, Pavlin R, Ribarič 
S, Sket D, Sketelj J, Šuput D, Zorec R, Eivin M: Izbrana poglavja iz patološke 
fiziologije, Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko fiziologijo, Ljubljana, 
2011:293-297. 
[4] Viswanathan A, Rocca W A, Tzourio C: Vascular risk factors and dementia: How to 
move forward? Neurology. 2009;72:368-74. 
[5] van der Steen J T, Lennaerts H, Hommel D, et al: Dementia and Parkinson's Disease: 
Similar and Divergent Challenges in Providing Palliative Care. Front Neurol. 
2019;10:54. 
[6] Gil D, Bruce L: Frontotemporal Lobar Degeneration: Epidemiology, Pathophysiology, 
Diagnosis and Management. CNS Drugs. 2010;24(5):375–398. 
[7] Clovis F, Patrick M: Lewy Body Disease: Clinical and Pathological "Overlap 
Syndrome" Between Synucleinopathies (Parkinson Disease) and Tauopathies 
(Alzheimer Disease). Curr Neurol Neurosci Rep. 2018;18(5):24. 
[8] Sonkusare S K, Kaul C L, Ramarao A: Dementia of Alzheimer's disease and other 
neurodegenerative disorders-memantine, a new hope. Pharmacol Res. 2005; 51(1):1-
17. 
[9] Alzheimer’s Association: 2018 Alzheimer’s disease facts and figures. Alzheimers 
Dement. 2018;14(3):367-429. 
[10] Reven S, Peterlin Mašič L: Alzheimerjeva bolezen: nova spoznanja in učinkovine. 
Farm vestn. 2007;58(3):79-85. 
[11] Johnson C N, Roland A, Upton N: New syptomatic strategies in Alzheimer's disease. 
Drug Discov Today Ther Strateg. 2004; 1:13-20. 
[12] Mendiola-Précoma J, Rodríguez-Cruz A, Berumen L, García-Alcocer G: The Etiology 
of Alzheimer’s Disease, Laboratorio de Investigación Genética, Universidad 
Autónoma de Querétaro, México, 2016. 
[13] Van Cauwenberghe C, Van Broeckhoven C, Sleegers K: The genetic landscape of 
Alzheimer disease: clinical implications and perspectives. Genet Med. 2016;18(5):421-
430. 
[14] Scheltens P, Blennow K, Breteler M M, de Strooper B, Frisoni G B: Alzheimer’s 
disease. Lancet. 2016;388:505-517. 
[15] Shea Y F, Chu L W, Chan A O, Ha J, Li Y: A systematic review of familial 
Alzheimer’s disease: Differences in presentation of clinical features among three 
mutated genes and potential ethnic differences. J Formos Med Assoc. 2016;115:67-75. 
[16] Luque-Contreras D, Carvajal K, Toral-Rios D, Franco-Bocanegra D, Campos-Peña V: 
Oxidative stress and metabolic syndrome: cause or consequence of Alzheimer’s 
disease? Oxid Med Cell Longev. 2014;2014:497802. 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
51 
 
[17] Blennow K, Mattsson N, Schöll M, Hansson O, Zetterberg H: Amyloid biomarkers in 
Alzheimer’s disease. Trends Pharmacol Sci. 2015;36(5):297-309. 
[18] Barage S H, Sonawane K D: Amyloid cascade hypothesis: Pathogenesis and 
therapeutic strategies in Alzheimer’s disease. Neuropeptides. 2015;52:1-18. 
[19] Musiek E S, Holtzman D M: Three dimensions of the amyloid hypothesis: time, space 
and ‘wingmen’. Nat Neurosci. 2015;18(6):800-806. 
[20] Tran L, Ha-Duong T: Exploring the Alzheimer amyloid-Î² peptide conformational 
ensemble: A review of molecular dynamics approaches. Peptides. 2015;69:86-91. 
[21] Kachooei E, Moosavi-Movahedi A A, Khodagholi F, Ramshini H, Shaerzadeh F: 
Oligomeric forms of insulin amyloid aggregation disrupt outgrowth and complexity of 
neuron-like PC12 cells. PloS One. 2012;7(7):e41344. 
[22] Hasegawa M: Molecular Mechanisms in the Pathogenesis of Alzheimer’s disease and 
Tauopathies-Prion-Like Seeded Aggregation and Phosphorylation. Biomolecules. 
2016;6(2). 
[23] Khan S S, Bloom G S: Tau: The Center of a Signaling Nexus in Alzheimer’s Disease. 
Front Neurosci. 2016;10:31. 
[24] Kalra J, Khan A. Reducing AÎ² load and tau phosphorylation: Emerging perspective 
for treating Alzheimer’s disease. Eur J Pharmacol. 2015;764:571-581. 
[25] Francis P T, Palmer A M, Snape M, Wilcock GK: The cholinergic hypothesis of 
Alzheimer's disease: a review of progress. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 1999; 
66(2):137-47. 
[26] Contestabile A: The history of the cholinergic hypothesis. Behav Brain Res. 
2011;221(2):334-40. 
[27] Perry E K, Smith C J, Court J A, Perry R H: Cholinergic nicotinic and muscarinic 
receptors in dementia of Alzheimer, Parkinson and Lewy body types. J Neural Transm 
Park Dis Dement Sect. 1990;2(3):149-58. 
[28] Grossberg G T: Cholinesterase Inhibitors for the Treatment of Alzheimer's Disease: 
Getting On and Staying On. Curr Ther Res Clin Exp. 2003;64(4):216–235. 
[29] Anand P, Singh B: A review on cholinesterase inhibitors for Alzheimer’s disease. Arch 
Pharm Res. 2013;36(4):375-399. 
[30] Giacobini E: Selective inhibitors of butyrylcholinesterase: a valid alternative for 
therapy of Alzheimer's disease? Drugs Aging. 2001;18(12):891-898. 
[31] Mack A, Robitzki A: The key role of butyrylcholinesterase during neurogenesis and 
neural disorders: an antisense-5'butyrylcholinesterase-DNA study. Prog Neurobiol. 
2000;60(6):607-628.  
[32] Mesulam M M, Guillozet A, Shaw P, Levey A, Duysen E G, Lockridge O: 
Acetylcholinesterase knockouts establish central cholinergic pathways and can use 
butyrylcholinesterase to hydrolyze acetylcholine. Neuroscience. 2002;110(4):627-639. 
[33] Carolan C G, Dillon G P, Khan D, Ryder S A, Gaynor J M, Reidy S, Marquez J F, 
Jones M, Holland V, Gilmer J F: Isosorbide-2-benzyl carbamate- 5-salicylate, a 
peripheral anionic site binding subnanomolar selective butyrylcholinesterase inhibitor. 
J Med Chem. 2010;53(3):1190-1199. 
[34] Greig N H, Utsuki T, Yu Q, Zhu X, Holloway H W, Perry T, Lee B, Ingram D K, 
Lahiri D K: A new therapeutic target in Alzheimer's disease treatment: attention to 
butyrylcholinesterase. Curr Med Res Opin. 2001;17(3):159-165. 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
52 
 
[35] Mushtaq G, Greig N H, Khan J A, Kamal M A: Status of acetylcholinesterase and 
butyrylcholinesterase in Alzheimer's disease and type 2 diabetes mellitus. CNS Neurol 
Disord Drug Target. 2014;13(8):1432-1439. 
[36] Arendt T, Brückner M K, Lange M, Bigl V: Changes in acetylcholinesterase and 
butyrylcholinesterase in Alzheimer's disease resemble embryonic developmente: a 
study of molecular forms. Neurochem Int. 1992;21(3):381-96. 
[37] Arendt T, Bigl V, Walther F, Sonntag M: Decreased ratio of CSF acetylcholinesterase 
to butyrylcholinesterase activity in Alzheimer's disease. Lancet. 1984;1(8369):173. 
[38] Xie W, Stribley J A, Chatonnet A, Wilder P J, Rizzino A, McComb R D, Taylor P, 
Hinrichs S H, Lockridge O: Postnatal developmental delay and supersensitivity to 
organophosphate in gene-targeted mice lacking acetylcholinesterase. J Pharmacol Exp 
Ther. 2000;293(3):896-902. 
[39] Nicolet Y, Lockridge O, Masson P, Fontecilla-Camps J C, Nachon F: Crystal structure 
of human butyrylcholinesterase and of its complexes with substrate and products. J 
Biol Chem. 2003; 278 (42): 41141-41147. 
[40] Sussman J L, Harel M, Frolow F, Oefner C, Goldman A, Toker L, Silman I: Atomic 
structure of acetylcholinesterase from Torpedo californica: A prototypic acetylcholine-
binding protein. Science. 1991;253(5022):872-9. 
[41] Shafferman A, Kronman C, Flashner Y, Leitner M, Grosfeld H, Ordentlich A, Gozes 
Y, Cohen S, Ariel N, Barak D: Mutagenesis of human acetylcholinesterase: 
Identification of residues involved in catalytic activity and in polypeptide folding. J 
Biol Chem. 1992;267(25):17640-17648. 
[42] Johnson G, Moore S W: Why has butyrylcholinesterase been retained? Structural and 
functional diversification in a duplicated gene. Neurochem Int. 2012;61(5):783-797 
[43] Stojan R, Stojan Ž, Stojan J: Holin-esteraze: struktura, delovanje ter inhibicija z 
naravnimi in sintetičnimi strupi. Med Razgl. 2008;47:293–307. 
[44] Colletier J P, Fournier D, Greenblatt H M, Stojan J, Sussman J L, Zaccai G, Silman I, 
Weik M: Structural insights into substrate traffic and inhibition in acetylcholinesterase. 
EMBO J. 2006;25(12):2746-2756. 
[45] Bourne Y, Radic Z, Sulzenbacher G, Kim E, Taylor P, Marchot P: Substrate and 
product trafficking through the active center gorge of acetylcholinesterase analyzed by 
crystallography and equilibrium binding. J Biol Chem. 2006;281(39):29256-29267. 
[46] Mallender W D, Szegletes T, Rosenberry T L: Acetylthiocholine binds to asp74 at the 
peripheral site of human acetylcholinesterase as the first step in the catalytic pathway. 
Biochemistry. 2000;39(26):7753-7763. 
[47] Rosenberry T, Xavier Brazzolotto I D, Macdonald I, Wandhammer M, Trovaslet-
Leroy M, Darvesh S, Florian N: Comparison of the Binding of Reversible Inhibitors to 
Human Butyrylcholinesterase and Acetylcholinesterase: A Crystallographic, Kinetic 
and Calorimetric Study. Molecules. 2017;22(12). 
[48] Tormos J R, Wiley K L, Seravalli J, Nachon F, Masson P, Nicolet Y, Quinn D M: The 
reactant state for substrate-activated turnover of acetylthiocholine by 
butyrylcholinesterase is a tetrahedral intermediate. J Am Chem Soc. 2005;127(42): 
14538-14539. 
[49] Johnson J L, Cusack B, Davies M P, Fauq A, Rosenberry T L: Unmasking tandem site 
interaction in human acetylcholinesterase: Substrate activation with a cationic 
acetanilide substrate. Biochemistry. 2003;42(18):5438-5452. 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
53 
 
[50] Nachon F, Carletti E, Ronco C, Trovaslet M, Nicolet Y, Jean L, Renard PY: Crystal 
structures of human cholinesterases in complex with huprineWand tacrine: Elements 
of specificity for anti-Alzheimer’s drugs targeting acetyl- and butyryl-cholinesterase. 
Biochem J. 2013;453(3):393-399. 
[51] Wandhammer M, de Koning M, van Grol M, Loiodice M, Saurel L, Noort D, Goeldner 
M, Nachon F: A step toward the reactivation of aged cholinesterases-Crystal structure 
of ligands binding to aged human butyrylcholinesterase. Chem Biol Interact. 
2013;203(1):19-23. 
[52] Knez D, Brus B, Coquelle N, Sosič I, Šink R, Brazzolotto X, Mravljak J, Colletier J P, 
Gobec S: Structure-based development of nitroxoline derivatives as potential 
multifunctional anti-Alzheimer agents. Bioorg Med Chem. 2015;23(15):4442-4452. 
[53] Brus B, Košak U, Turk S, Pišlar A, Coquelle N, Kos J, Stojan J, Colletier J P, Gobec 
S: Discovery, biological evaluation, and crystal structure of a novel nanomolar 
selective butyrylcholinesterase inhibitor. J Med Chem. 2014;57(19):8167-8179. 
[54] Košak U, Brus B, Knez D, Šink R, Žakelj S, Trontelj J, Pišlar A, Šlenc J, Gobec M, 
Živin M, Tratnjek L, Perše M, Sałat K, Podkowa A, Filipek B, Nachon F, Brazzolotto 
X, Więckowska A, Malawska B, Stojan J, Raščan I M, Kos J, Coquelle N, Colletier J 
P, Gobec S: Development of an in-vivo active reversible butyrylcholinesterase 
inhibitor. Sci Rep. 2016;6:39495. 
[55] Košak U, Knez D, Coquelle N, Brus B, Pišlar A, Nachon F, Brazzolotto X, Kos J, 
Colletier J P, Gobec S: N-Propargylpiperidines with naphthalene-2-carboxamide or 
naphthalene-2-sulfonamide moieties: Potential multifunctional anti-Alzheimer’s 
agents. Bioorg Med Chem. 2017;25(2):633-645. 
[56] Dighe SN, Deora GS, De la Mora E, Nachon F, Chan S, Parat MO, Brazzolotto X, 
Ross BP: Discovery and Structure-Activity Relationships of a Highly Selective 
Butyrylcholinesterase Inhibitor by Structure-Based Virtual Screening. J Med Chem. 
2016;59(16):7683-7689. 
[57] Giacobini E: Selective Inhibitors of Butyrylcholinesterase: A Valid Alternative for 
Therapy of Alzheimer’s Disease? Drugs Aging. 2001;18(12):891-898. 
[58] Bachurin S O: Medicinal Chemistry Approaches for the treatment and prevention of 
Alzheimer's disease. Med Res Rev. 2003;23(1):48-88. 
[59] Darvesh S, Darvesh K V, McDonald R S, Mataija D, Walsh R, Mothana S, Lockridge 
O, Martin E: Carbamates with differential mechanism of inhibition toward 
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase. J Med Chem. 2008;51(14):4200-4212. 
[60] Sawatzky E, Wehle S, Kling B, Wendrich J, Bringmann G, Sotriffer C A, Heilmann J, 
Decker M: Discovery of highly selective and nanomolar carbamate-based 
butyrylcholinesterase inhibitors by rational investigation into their inhibition mode. J 
Med Chem. 2016;59(5):2067-2082. 
[61] Darras F H, Kling B, Heilmann J, Decker M: Neuroprotective Tri- and Tetracyclic 
BChE Inhibitors releasing reversible inhibitors upon carbamate transfer. ACS Med 
Chem Lett. 2012;3(11):914-919. 
[62] Pomponi M, Giacobini E, Brufani M: Present state and future development of the 
therapy of Alzheimer disease. Aging. 1990;2(2):125-153. 
[63] Yu Q, Holloway H W, Flippen-Anderson J L, Hoffman B, Brossi A, Greig N H: 
Methyl analogues of the experimental Alzheimer drug phenserine: synthesis and 
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
54 
 
structure/activity relationships for acetyl- and butyrylcholinesterase inhibitory action. J 
Med Chem. 2001;44(24):4062-4071. 
[64] Greig N H, Utsuki T, Ingram D K, Wang Y, Pepeu G, Scali C, Yu Q S, Mamczarz J, 
Holloway H W, Giordano T, Chen D, Furukawa K, Sambamurti K, Brossi A, Lahiri D 
K: Selective butyrylcholinesterase inhibition elevates brain acetylcholine, augments 
learning and lowers Alzheimer beta-amyloid peptide in rodent. Proc Natl Acad Sci U S 
A. 2005;102(47):17213-17218. 
[65] Greig N H, De Micheli E, Holloway H W, Yu Q S, Utsuki T, Perry T A, Brossi A, 
Ingram D K, Deutsch J, Lahiri D K, Soncrant T T: The experimental Alzheimer drug 
phenserine: preclinical pharmacokinetics and pharmacodynamics. Acta Neurol Scand 
Suppl. 2000;176:74-84. 
[66] Zha X, Lamba D, Zhang L, Lou Y, Xu C, Kang D, Chen L, Xu Y, Zhang L, De 
Simone A, Samez S, Pesaresi A, Stojan J, Lopez M G, Egea J, Andrisano V, Bartolini 
M: Novel tacrine-benzofuran hybrids as potent multitarget-directed ligands for the 
treatment of Alzheimer's disease: design, synthesis, biological evaluation, and X-ray 
crystallography. J Med Chem. 2016;59(1):114-131. 
[67] Savini L, Campiani G, Gaeta A, Pellerano C, Fattorusso C, Chiasserini L, Fedorko J 
M, Saxena A: Novel and potent tacrine-related hetero- and homobivalent ligands for 
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase. Bioorg Med Chem Lett. 
2001;11(13):1779-1782. 
[68] Meden A, Knez D , Jukič M , Brazzolotto X , Gršič M , Pišlar A , Zahirović A , Kos J, 
Nachon F, Svete J, Gobec S, Grošelj U: Tryptophan-derived butyrylcholinesterase 
inhibitors as promising leads against Alzheimer's disease. Chem Commun (Camb). 
2019;55(26):3765-3768. 
[69] Verardo G, Geatti P, Pol E, Giumanini AG:  Sodium borohydride: A versatile reagent 
in the reductive N-monoalkylation of α-amino acids and α-amino methyl esters. Can J 
Chem. 2002;80(10):779-788. 
[70] Novakov I A, Orlinson B S, Mamutova N N, Savel’ev E N, Potayonkova E A, Pyntya 
L A,  Nakhod M A: Reduction of unsaturated adamantyl-containing nitriles with 
lithium aluminum hydride in 2-methyltetrahydrofuran. Russ J Gen Chem. 
2016;8(6):1255-1258. 
[71] Grošelj U, Golobič A, Knez D, Hrast M, Gobec S, Ričko S, Svete J: Synthesis and 
preliminary biological evaluations of (+)-isocampholenic acid-derived amides. Mol 
Divers. 2016;20(3):667-676. 
[72] Meden A: Načrtovanje in sinteza zaviralcev butirilholinesteraze s triptofanskim 
skeletom, Fakulteta za farmacijo, Univerza v ljubljani, Ljubljana, 2019. 
  
Sinteza in vrednotenje novih N-alkil amidov kot potencialnih selektivnih zaviralcev butirilholin esteraze 
55 
 
6.1 Viri slikovnega materiala 
(1) Mendiola-Precoma J, Berumen L C, Padilla K, Garcia-Alcocer G: Therapies for 
Prevention and Treatment of Alzheimer's Disease. Biomed Res Int. 2016; 2589276. 
(2) Francis PT, Palmer AM, Snape M, Wilcock GK: The cholinergic hypothesis of 
Alzheimer's disease: a review of progress. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 
1999;66(2):137-47. 
(3) Rosenberry T, Xavier Brazzolotto I D, Macdonald I, Wandhammer M, Trovaslet-Leroy 
M, Darvesh S, Florian N. Comparison of the Binding of Reversible Inhibitors to 
Human Butyrylcholinesterase and Acetylcholinesterase: A Crystallographic, Kinetic 
and Calorimetric Study. Molecules. 2017;10.3390. 
(4) Qi L, Hongyu Y, Yao C, Haopeng S: Recent progress in the identification of selective 
butyrylcholinesterase inhibitors for Alzheimer's disease. Euro Journ Med Chem. 
2017;294e309. 
 
 
